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ВВЕДЕНИЕ
Лабораторная диагностика — неотъемлемая часть клинического 
обследования больного. Без данных лабораторных анализов невозможна 
не только постановка клинического диагноза, но и контроль за 
эффективностью и безопасностью лекарственной терапии.
Введение в образовательный стандарт провизора специальности 
«Клиническая лабораторная диагностики» дало возможность 
участвовать в диагностическом процессе (после прохождения 
одногодичной интернатуры) в качестве врача лабораторной службы. В 
настоящее время в Республике Беларусь существует только справочные 
издания по Клинической лабораторной диагностике. Отстуствие 
соответвующего учебного материала затрудняет обучению этой 
дисциплине.
В данном пособии приведены не только принципы тех методов 
лабораторных исследований, которые используются в Републике, но и 
дано подробное описание различных способов их выполнения, а также 
краткая интерпретация полученных результатов, которая необходима 
врачу лабораторной диагностики независимо от его базового 
образования.
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Раздел 1. Организация лабораторной службы.
Тема: Организационная структура клинико-диагностической 
лаборатории.
1 . ЦЕЛЬ ЗАНЯТИЯ.
1.1. Изучить организационную структуру лабораторной службы.
1.2. Ознакомиться с нормативной документацией 
регламентирующей работу клинико-диагностическх лабраторий.
2. СОДЕРЖАНИЕ ЗАНЯТИЯ:
2.1. Разбор теоретического материала по теме занятия.
2.2. Ознакомление с организацией и основными подразделениями 
клинической лаборатории.
2.3. Тестовый контроль по теме занятия.
3. ВОПРОСЫ ПО ТЕМЕ ЗАНЯТИЯ:
3.1. Структурная организация клинико-диагностической 
лаборатории.
3.2. Нормативные документы и приказы М3 РБ, регламентирующие 
работу клинико-диагностической лаборатории.
3.3. Оборудование клинико-диагностической лаборатории.
3.4. Основная измерительная и аналитическая аппаратура клинико- 
диагностической лаборатории.
3.5. Основы техники безопасности и правила санэпидрежима при 
работе в клинико-диагностической лаборатории.
3.6. Павила взятия, доставки, приема, оформления и регистрации 
биологического материала.
4. ВОПРОСЫ ДЛЯ САМОСТОЯТЕЛЬНОГО ИЗУЧЕНИЯ.
4.1. Нормативные документы, определяющие организационную 
структуру кинико-диагностическх лабораторий.
4.2. Приказы М3 РБ, регламентирующие требования санитарно­
противоэпидемического режима для исполнения в клинико- 
диагностической лаборатории.
5. ПРАКТИЧЕСКОЕ ЗАНЯТИЕ.
5.1.0рганизация лабораторной службы.
Лабораторная служба - это совокупность организационных, 
методических и технологических процессов обеспечения выполнения и 
оценки лабораторных исследований в соответствующих лабораториях.
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В настоящее время структура клинической лабораторной службы 
М3 РБ включает в себя сеть широкопрофильных клинико- 
диагностических лабораторий (КДЛ): от республиканских и
региональных (областных, городских больниц) ЛПУ до сельских 
участковых больниц и врачебных амбулаторий, а также -  ряд 
специализированных (узкопрофильных) лабораторий (республиканских, 
областных и городских).
В зависимости от структуры, профиля и мощности ЛПУ в их 
составе функционируют КДЛ: общего типа, централизованные,
специализированные.
КДЛ общего типа предназначены для выполнения ординарных 
лабораторных исследований (гематологических, биохимических, 
общеклинических и некоторых других) с целью постановки диагноза 
заболевания, оценки тяжести его течения, прогноза и эффективности 
проводимой терапии.
Централизованные КДЛ преследуют решение таких задач, как:
- проведение наиболее сложных и трудоемких либо массовых 
однотипных лабораторных исследований;
- освоение и внедрение новых методик;
- проведение мероприятий по повышению качества лабораторных 
исследований;
-наиболее рациональное (экономное и эффективное) 
использование лабораторной техники, дорогостоящих реактивов и 
кадров специалистов.
Специализированные КДЛ, как правило, входят в состав 
специализированных учреждений: эндокринологических,
аллергологических и других.
Организационно-методическое руководство службы
осуществляется Республиканским Центром клинической лабораторной 
диагностики. Министерством здравоохранения были введены должности 
внештатных главных специалистов по лабораторной службе: 
республиканских, областных, городских (главные врачи-лаборанты).
Деятельность Республиканского Центра клинической 
лабораторной диагностики направлена также на реализацию плана 
аккредитации и аттестации клинико-диагностических лабораторий.
Аккредитация -  официальное признание того, что лаборатория 
правомочна производить конкретные испытания, измерения. Аттестация 
лабораторий -  признание соответствия критериям аккредитации.
Все клинико-диагностические лаборатории осуществляют свою 
деятельность в соответствии с утвержденным планом работы, которым 
предусматривается решение организационных, производственных 
вопросов, а также вопросов повышения квалификации сотрудников и 
эффективности выполняемой лечебно-диагностической работы, идейно-
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воспитательной деятельности. Каждая КДЛ должна иметь Паспорт КДЛ, 
в котором указывается перечень выполняемых исследований, сведения 
об имеющихся средствах измерения (аппаратуре) и вспомогательном 
оборудовании, мерной посуде, помещениях КДЛ, кадровом составе и 
стандартных контрольных материалах. В КДЛ должны быть 
разработаны инструкции: должностные, по санитарно­
противоэпидемическому режиму, по охране труда и технике 
безопасности, по противопожарной безопасности.
В КДЛ должна быть нормативно-техническая документация по 
проведению каждого вида исследований -  Приказы М3 РБ об 
унификации методов, инструкции к наборам химреактивов, руководства 
по эксплуатации анализаторов в соответствии с «Перечнем методик 
выполнения измерений, применяемых в КДЛ ЛПУ РБ», утвержденным 
М3 РБ 17.02.97, и дополнением № 1 к нему, утвержденным М3 РБ 
03.03.98.
Унификация клинических лабораторных методов исследования - 
это научно обоснованный выбор и внедрение в практику работы 
клинико-диагностических лабораторий единых аналитических процедур, 
в наибольшей мере удовлетворяющих современному уровню развития 
медицинской науки и потребностям практики, обеспечивающих 
надежность и сопоставимость результатов лабораторных исследований, 
выполняемых в различных лабораториях.
Унификация лабораторных методов исследования способствует:
- повышению качества работы лаборатории в аналитическом, 
клинико-диагностическом и экономическом отношении;
- улучшению сопоставимости результатов лабораторных 
исследований;
- более быстрому и организованному внедрению научных 
достижений в лабораторную практику;
- улучшению материально-технического оснащения лабораторий.
Унификация лабораторных методов исследования является
этапом для перехода к стандартизации методов лабораторного 
исследования.
Принципы стандартизации клинических лабораторных методов 
исследования предусматривает разработку ряда научных проблем, 
касающихся системы единых требований к методу и направленных на 
улучшение его аналитических качеств и сравнимости результатов 
лабораторных исследований.
В соответствии с приказом М3 РБ от 24.06.97 г. № 154 (Приказ 
М3 РБ №154 от 24 июня 1997 г. «о дальнейшем совершенствовании 
системы контроля качества клинических лабораторных исследований»), 
в КДЛ должен проводится ежедневный контроль качества исследований.
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Схема исследований в КДЛ полностью зависит от требований 
лечебных учреждений. Как правило, в общеклиническом, 
гематологическом, биохимическом, изосерологическом и
бактериологическом подразделениях лаборатории существует своя 
схема. Она включает в себя забор (взятие) материала в отделениях и 
доставку его в лабораторию сотрудниками лечебного отделения, 
регистрацию, первичную обработку и проведение необходимых 
исследований. После выполнения исследований, выписанные результаты 
отправляют в отделения. Все результаты исследований записываются в 
журналы регистрации. Журналы должны быть прошнурованы и 
пронумерованы, скреплены подписью руководителя ЛПУ и печатью, не 
иметь исправлений. Каждый день в начале работы отмечаются 
физические параметры в рабочих помещениях КДЛ: температура и 
влажность воздуха. Столбцы результатов каждого вида исследований за 
каждый день подписываются непосредственным исполнителем. 
Журналы регистрации результатов хранятся в архиве ЛПУ или КДЛ в 
течение 3 лет. Результаты исследований КДЛ выдаются на бланках 
утвержденных образцов, с обязательным указанием единиц измерений, 
значений диапазона референтных (нормальных) величин. Бланк 
результатов датируется и подписывается исполнителем.
5.2. Приказы и постановления М3 РБ и нормативных 
документов, регулирующих деятельность клинической 
лабораторной службы.
Приказ М3 РБ ot28.09.2007 г. №787 «Об утверждении форм 
первичной медицинской документации по лабораторной диагностике».
Постановление М3 РБ от 13 февраля 2008 г. №35 «Об 
утверждении прейскуранта на услуги по лабораторной диагностике».
Постановление М3 РБ от 19 февраля 2008 г. №38 «Об 
утверждении Перечня исследований в клинической лабораторной 
диагностике, выполняемых врачами лабораторной диагностики и 
фельдшерами-лаборантами».
Приказ М3 РБ №163 от 28 ноября 1995 г. «О проведении 
аккредитации и аттестации клинико-диагностических лабораторий».
Приложение 8 к приказу М3 РБ №351 от 16.12.1998 г. «Перечень 
контингентов, подлежащих обследованию на наличие антител к вирусу 
иммунодефицита человека».
Приказ М3 РБ №103 от 10 мая 2001 г. «Об утверждении норм 
времени по проведению клинических лабораторных исследований».
ЛИТЕРАТУРА
1. Меньшиков В.В. Клиническая лабораторная аналитика. -  М.: 
Лабинформ, 1999-2001. - в 4 т.
2. Справочник заведующего клинико-диагностической лабораторией. -
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Нормативные материалы по организации работы. -  М.: ГРАНТЪ, 2000. -  
800 с.
3. Управление качеством клинических лабораторных исследований. 
Нормативные документы /Под редакцией В.В.Меньшикова. -  М.: 
Лабпресс, 2000. - 152 с.
4. Энциклопедия клинических лабораторных тестов / Под ред. 
Н.У.Тица: Пер. с англ. -  М.: Лабинформ, 1997. -  960 с.
5. Аналитические основы лабораторной диагностика (методические 
рекомендации) / Гродн. гос. мед. ун-т; под ред. Ю.В.Киселевского. - 
Гродно, 1996.-72 с.
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Раздел 2. Общеклинические лабораторные исследования.
Тема: Исследование физических и химических свойств мочи, 
микроскопия мочевого осадка.
Образование мочи происходит в результате совокупности 
процессов клубочковой фильтрации, канальцевой реабсорбци и 
секреции.
Процесс мочеобразования начинается с клубочковой фильтрации. 
Фильтрация представляет собой пассивный процесс. Образовавшийся 
ультрафильтрат (первичная моча), содержит все элементы плазмы крови 
в той же концентрации кроме белка и форменных элементов. Белки, 
поступающие в просвет проксимального канальца, имеют молекулярную 
массу не выше, чем у альбумина (это в основном альбумин, ферменты, 
аминокислоты и т.д.) поскольку для более крупных молекул эндотелий 
капилляров не проницаем. Вообще молекулы с отрицательным зарядом 
фильтруются хуже, чем молекулы несущие положительный заряд. Почти 
все белки первичной мочи реабсорбируются и катаболизируются 
эпителием проксимальных извитых канальцев, в результате в норме 
экскреция белка с мочей не превышает 150 мг/сут. Первичная моча 
имеет рН=7,4, относительную плотность 1,010.
Процесс фильтрации зависит от эффективного фильтрационного 
давления (ЭФД). ЭФД -  это разность между гидростатичеким давлением 
крови в капиллярной сети и суммой коллоидно-осмотического давления 
и внутрипочечного давления в капсуле Шумляндского -  Боумена: ЭФД 
= Г Д -  (КОД + ВПД) = 70 мм pm.cm. -  (25 мм pm. cm. + 15 мм рт.ст.) = 
30 мм рт.ст.
Фильтрация снижается при падении гидростатического давления 
в капиллярах, при повышении внутрипочечного и онкотического 
давления.
Анурия наступает при снижении гидростатического давления 
менее 50 мм рт.ст. Соответственно при повышении давления в 
капиллярах, например при усиленном выбросе ренина или вазопрессина 
сужается просвет приносящей артериолы, снижается приток крови в 
клубочек и скорость клубочковой фильтрации также уменьшается.
При повышении тонуса выносящей артериолы и сужении ее 
просвета, артериальное давление в капиллярах клубочка повышается, и 
скорость клубочковой фильтрации увеличивается.
За сутки почки взрослого человека фильтруют около 180 л 
первичной мочи, из них 178-179 л реабсрбируется, а выделяется в виде 
окончательной мочи только 1,5 -  2 л.
Под канальцевой реабсорбцией понимают транспорт молекул и 
ионов веществ, через клетки почечных канальцев из мочи, находящейся 
в канальцах, в около канальцевую внеклеточную жидкость.
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Соответственно при канальцевой секреции эти вещества 
транспортируются из околоканальцевого пространства в просвет 
канальца.
Реабсорбция осуществляется как пассивно (по законам диффузии 
и осмоса), без затраты энергии, так и активно с участием ферментных 
систем канальцевого эпителия, с потреблением кислорода и расходом 
энергии. Активный транспорт осуществляется так называемыми 
переносчиками, образующими временную связь с транспортируемым 
веществом. При этом образование связи между переносчиком и 
переносимыми им молекулами или ионами происходит пассивно, а вот 
их разделение требует затраты энергии.
Исследование общего анализа мочи позволяет выявить 
патологический процесс не только в почках и мочевыделительной 
системе, но и судить о состоянии других органов и систем.
Анализу подлежит первая утренняя порция мочи, после 12- 
часового ночного голодания, что исключает влияние на результат 
исследования физической нагрузки, стрессовых факторов и характера 
питания. Мочу следует собирать после тщательного туалета наружных 
половых органов, не касаясь склянкой тела, у тяжелых больных - с 
помощью катетера.
Для общего анализа мочи необходимо собрать всю утреннюю 
мочу и доставить в лабораторию 100 - 150 мл в чистой, сухой 
стеклянной посуде. Материал должен сопровождаться направлением с 
указанием фамилии и инициалов больного, номера палаты и отделения, 
диагноза. Исследование мочи необходимо произвести не позднее 1 -1 ,5  
часов после мочеиспускания, т.к. при длительном стоянии происходит 
изменение физических свойств разрушение клеточных элементов и 
обсеменение материала.
Общий анализ мочи включает:
- исследование физических свойств мочи (объем, цвет, 
прозрачность, запах и удельный вес);
- биохимический анализ (белок, глюкоза, кетоновые тела, желчные 
пигменты, билирубин);
- микроскопическое исследование мочевого осадка.
1. ЦЕЛЬ ЗАНЯТИЯ.
1.1 .Освоить теоретический материал по теме занятия.
1.2.0владеть методиками определения физико-химических свойств 
мочи и микроскопии мочевого осадка.
1.3.Дать аналитическую оценку методам.
2. СОДЕРЖАНИЕ ЗАНЯТИЯ.
2.1.Тестовый контроль исходного уровня знаний.
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2.2. Разбор теоретического материала по теме занятия.
2.3. Лабораторная работа: «Определение белка и глюкозы при 
помощи количественного и качественного методов. Определение 
относительной плотности и pH мочи при помощи тест-полосок. 
Микроскопическое исследование мочевого осадка ориентировочным 
методом».
3. ВОПРОСЫ ПО ТЕМЕ ЗАНЯТИЯ.
3.1. Подготовка пациента к исследованию, сбор, хранение и 
обработка материала для общего анализа мочи.
3.2. Физические свойства мочи: цвет, прозрачность, запах, pH, 
относительная плотность мочи.
3.3. Химические свойства мочи. Методы определения общего белка 
(качественный и количественный методы, методы «сухой химии»).
3.4,Определение глюкозы в моче при помощи индикаторной бумаги 
и глюкозооксидазным методом.
3.5.Определение кетоновых тел в моче в реакции Ланге.
3.6. Правила приготовления нативного препарата мочевого осадка, 
микроскопическое исследование мочи ориентировочным методом.
3.7. Количественное определение элементов организованного осадка
мочи.
3.8. Определение элементов неорганизованного осадка. Виды 
неорганизованных осадков.
4. ВОПРОСЫ ДЛЯ САМОСТОЯТЕЛЬНОГО ИЗУЧЕНИЯ.
4.1. Исследоввание мочи по методу Нечипоренко.
4.2. Исследование мочи по методу Каковского-Аддиса.
5. ЛАБОРАТОРНАЯ РАБОТА.
5.1. Исследование физических свойств мочи.
Объем выделяемой мочи. В норме суточное количество мочи 
(диурез) составляет 0,8—2,0 л, в среднем около 1500 мл.
Клиническое значение.
Диурез увеличивается при приеме больших количеств жидкости, 
потреблении продуктов, повышающих выделение мочи (дыня, арбуз), при 
схождении отеков, при сахарном диабете. Уменьшается при ограничении 
приема жидкости, усиленном потоотделении, рвоте, поносе.
Выраженное снижение диуреза — называется олигурия (менее 
600 мл в сутки); отсутствие мочи или ее количество не более 50 мл в 
сутки — анурия.
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Цвет мочи определяют в проходящем свете, приподняв цилиндр 
на уровень глаз на фоне листа белой бумаги.
В норме, цвет мочи колеблется от светло-желтого до насыщенно 
желтого и зависит от содержания пигментов, количества выделенной 
мочи, состояния мочеобразовательной системы, от принятой пищи или 
медикаментов.
Клиническое значение.
Нормальный цвет мочи у взрослых и детей старшего возраста 
зависит от ее концентрации и колеблется от янтарно-желтого до 
соломенно-желтого. Концентрированная и кислая моча обычно окрашена 
интенсивнее, выделяется в меньшем количестве и обладает высокой 
относительной плотностью. Бледно окрашенная моча имеет низкую 
относительную плотность, слабокислой или нейтральной реакции и 
выделяется в большем количестве (физиологическая полиурия). Изменение 
цвета может быть результатом выделения красящих соединений, 
образующихся в ходе органических изменений или под воздействием 
компонентов пищи, лекарственных и контрастных средств.
Красный цвет мочи (цвет мясных помоев), бывает при попадании в 
мочу большого количества эритроцитов - макрогематурия, при приеме 
красного стрептоцида, амидопирина, антипирина, сантонина, сульфазола.
Зеленый или синий цвет мочи бывает при выраженной желтухе 
(биливердин) или приеме метиленовой сини.
Коричневый цвет обусловлен повышенным содержанием в моче 
билирубина или присутствием метгемоглобина, порфирина.
Темный, почти черный, цвет обусловлен гемоглобинурией при 
остром гемолизе.
Беловатый цвет обусловлен наличием в моче большого 
количества фосфатов (фосфатурия) или выделением с мочой жира 
(липурия, хилурия).
Прозрачность мочи определяют, смещая цилиндр, находящийся 
на уровне глаз, по отношению к какому-либо предмету на черном фоне.
Мутность может быть слабой, умеренной и выраженной. При 
слабой мутности контуры предмета видны четко, при умеренной 
различают слабо выраженные контуры предмета, при выраженной 
мутности контуры предмета не видны. Нормальная моча прозрачная.
Клиническое значение.
Помутнение мочи может быть результатом наличия в ней 
эритроцитов, лейкоцитов, эпителия, бактерий, жировых капель, выпадения 
в осадок солей; прозрачность зависит также от концентрации соли, слизи. 
pH, температуры хранения мочи (низкая температура способствует 
выпадению солей).
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Запахм.очи. определяется органолептически, и в норме моча имеет 
нерезкий специфический запах от присутствия небольшого количества 
летучих жирных кислот. При стоянии мочи появляется аммиачный 
запах. В бланке анализа записывают «плодовый запах», если в моче 
обнаруживаются кетоновые тела, «каловый запах» отмечается при 
проникновении кишечной палочки в мочевыделительную систему.
Реакция_мочи (pH) определяется при помощи химических
реакций или индикаторной универсальной бумаги. Полоску индикатор­
ной бумаги погружают в мочу, извлекают и сразу же сравнивают 
полученную окраску со шкалой, цвета которой соответствуют 
определенному значению pH. Более точным определением реакции мочи 
является применение жидких индикаторов.
Ход исследования.
Из спиртового раствора бромистого синего 10 г/л, готовят 
рабочий раствор, разводя его в 4 раза (2,5 г/л). Мочу по 2—3 мл по 
пробиркам, в которые добавляют по 1—2 капли индикатора, граница 
переходных тонов индикатора лежит в пределах pH от 6,0 до 7,6. 
Желтый цвет соответствует кислой реакции, бурый — слабокислой, 
травянистый — нейтральный, сине-зеленый — слабощелочной, зеленый 
или насыщенно-синий — щелочной.
В настоящее время химическое исследование мочи проводят на 
автоматических анализаторах с использованием тест-полосок, которые 
позволяют получить информацию о 8—12 параметрах мочи.
В норме, обычно, pH мочи слабокислая, но может иметь разную 
реакцию (4,5—8,0).
Клиническое значение
Реакция мочи, которая зависит от характера питания. Для бычного, 
т.е. смешанного питания, характерно преобладание кислых продуктов в 
пище, что и обусловливает выделение здоровым человеком слабокислой 
мочи (pH 5,5-6,50).Для вегетарианцев характерной является нейтральная 
или щелочная реакция мочи. При обычном, смешанном питании щелочная 
моча может быть признаком инфицирования мочевых путей, поскольку 
микрофлора преобразует мочевину, в аммоний, обуславливая ее 
защелачивание. Определение pH важно в связи с тем, что некоторые 
антибактериальные препараты, используемые в урологической практике, 
эффективнее действуют в кислой среде, а другие -  в щелочной. Реакция 
мочи меняется и при различных диатезах. pH мочи важно определять при 
мочекаменной болезни, так как кислая моча способствует образованию 
уратных и оксалатных камней, а щелочная -  фосфатных.
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Причины изменения pH мочи
Повышение pH (pH >7,0) Снижение pH (pH < 5,0)
Употребление растительной пищи 
Обильная кислая рвота 
Гиперкалием ия 
Схождение отеков 
Г иперпаратиреоз
Прием ингибиторов карбоангидразы 
Метаболический и дыхательный алкалоз
Г ипокалиемия 
Обезвоживание 
Лихорадка 
Сахарный диабет
Хроническая почечная недостаточность 
Мочекаменная болезнь 
Метаболический и дыхательный ацидоз
Относительная плотность мочи определяется урометром с де­
лениями от 1,000 до 1,050. Исследуемую мочу наливают в цилиндр. 
Диаметр цилиндра должен быть на 1—2 см больше диаметра урометра. 
Мочу осторожно приливают по стенке цилиндра так, чтобы не 
образовывалась пена. Если пена все же появилась, ее аккуратно убирают 
фильтровальной бумагой. Сухой урометр медленно погружают так, 
чтобы его часть, которая располагается над жидкостью, оставалась 
сухой. Когда урометр перестает погружаться, его слегка сверху 
подталкивают для полного погружения. Отмечают показания по 
нижнему мениску после прекращения колебаний урометра. Если моча 
мутная, то мутность устраняют центрифугированием или 
фильтрованием и определяют относительную плотность.
Урометр может определять относительную плотность в объеме 
мочи до 40 мл. Если мочи мало, то ее разводят водой в 2 раза и 
показания урометра разведенной пробы умножают на 2. Например, к 30 
мл мочи прибавляем 30 мл дистиллированной воды, относительную 
плотность разведенной мочи 1,010 умножаем на 2, истинная плотность 
будет равна 1,020. Присутствие в моче белка и глюкозы влияет на 
показания урометра. Наличие 10 г/л глюкозы увеличивает 
относительную плотность на 0,004, а каждые 3,3 г/л белка повышают 
плотность на 0,001.
В норме колебания плотности мочи в течение суток составляют 
1,008— 1,025 г/л и выше.
Клиническое значение
Относительная плотность или удельный вес мочи характеризует 
концентрационную функцию почек. Нарушение концентрирования мочи 
наблюдаются при снижении осмотического давления в мозговом слое 
почек, что часто наблюдается при воспалении (гломерулонефрит и 
пиелонефрит).
Причины изменения плотности мочи.
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Увеличение плотности > 1,030 г/л Снижение плотности < 1,015 г/л
Глюкоза в моче
Белок в моче (в больших количествах) 
Лекарства и (или) их метаболиты в моче 
Маннитол или декстран в моче
Почечный диабет
Хроническая почечная недостаточность 
Острое поражение почечных канальцев
5.2. Определение белка в моче
Принцип метода. Метод основан на свертывании белка 
химическими реактивами, которое проявляется выраженным в разной 
степени помутнением (от опалесценции до большой мутности) или вы­
падением хлопьев.
Реактивы: Раствор сульфосалициловой кислоты (200 г/л): 20 г 
сульфосалициловой кислоты растворяют в 70—80 мл дистиллированной 
воды и затем доливают до 100 мл. Приготовленный реактив хранят в 
посуде из темного стекла.
Ход исследования.
1. Подготовительная работа. Мутную мочу центрифугируют, 
надсадочную жидкость используют для определения белка. Мочу 
щелочной реакции подкисляют раствором уксусной кислоты (100 г/л) до 
слабокислой реакции под контролем лакмусовой или универсальной 
индикаторной бумажки. Степень помутнения лучше всего заметна на 
черном фоне, в качестве которого используют черный картон (бумагу).
2. Постановка реакции.
В две пробирки одинакового диаметра помещают 2—3 мл 
центрифугированной мочи слабокислой реакции; в одну из пробирок 
прибавляют 3—4 капли раствора сульфосалициловой кислоты (200 г/л). 
Другая пробирка служит контролем, в нее приливают 2 мл 
дистиллированной воды. При наличии белка в пробирке с реактивом 
появляется мутность или выпадают хлопья белка. В контрольной 
пробирке жидкость остается прозрачной. Сульфосалициловая кислота, 
наряду с белком сыворотки крови, может выявлять альбумозы 
(пептиды), представляющие собой продукт распада тканевого и 
пищевого белка. Альбумозы появляются в моче при попадании спермы, 
при нарушении всасывания в желудке и кишечнике, что наблюдается 
при язвенной болезни или раке желудка и кишечника. Альбумозы могут 
проникать в мочу при выраженном клеточном распаде в тканях при 
абсцессе, гангрене легкого, эмпиеме. С целью уточнения причины 
помутнения пробирку с мочой прогревают. Мутность, причиной 
образования которой оказалась сывороточные белки, усиливается. 
Мутность же, обусловленная присутствием альбумоз, исчезает. 
Минимальное количество белка, определяемое этим методом, равно 
0,015 г/л.
Экспресс-тест (сухая диагностическая проба)
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Принцип метода: Метод основан на воздействии, оказываемом 
белком на цвет индикатора, находящегося в буферном растворе, в 
результате чего краситель изменяет цвет с желтого на синий. Чешская 
фирма «Лахема» выпускает в специальной упаковке индикаторную 
бумагу «альбуфан» для полуколичественного определения белка в моче. 
Комплект содержит 100 полосок индикаторной бумаги, которая 
хранится в плотно закрытом пенале, в прохладном сухом и темном 
месте. Срок годности комплекта 18 месяцев. Каждая полоска 
индикаторной бумаги имеет 2 индикаторные зоны. Верхняя зона 
предназначена для определения pH в диапазоне значений от 5 до 9, а 
нижняя — для определения белка. При проведении реакции на 
присутствие белка в моче и определений pH с помощью индикаторной 
бумаги «альбуфан» рекомендуется выполнять следующие указания:
1. Собирать мочу: в тщательно вымытую посуду.
2. Использовать свежесобранную, не содержащую консервантов
мочу.
3. Тщательно закрывать после извлечения из него необходимого 
количества индикаторных полосок бумаги.
4. Не захватывать пальцами индикаторные зоны.
5. Использовать «альбуфан» только в пределах указанного на 
этикетке срока годности.
6. Соблюдать правила хранения индикаторной бумаги.
7. Проводить оценку результатов в соответствии с указаниями, 
имеющимися в инструкции.
Ход исследования.
Из пенала извлекают полоску индикаторной бумаги и погружают 
ее в исследуемую мочу так, чтобы одновременно смочить обе 
индикаторные зоны. Через 2—3 секунды полоску помещают на белую 
стеклянную пластинку. Немедленно проводят оценку pH, пользуясь 
цветной шкалой, нанесенной на пенале. Значение pH на цветной шкале 
соответствуют 6,0 (или меньше); 7,0; 8,0; 9,0.
Оценку содержания белка проводят через 60 с после смачивания 
полоски мочой, пользуясь цветной шкалой, нанесенной на пенале. 
Градациям цветной шкалы: 0 (отрицательная), 1 (следы), 2 (слабо 
положительная), 3 (положительная), 4 (резко положительная) — 
соответствуют концентрации белка 0,1; 1; 3; 10 г/л.
Количественное определение общего белка в моче с 
сульфоеалиниловой кислотой (30 г/л).
Принцип метода: Белок с сульфосалициловой кислотой дает 
помутнение, интенсивность которого зависит от концентрации белка. 
Измерение производится на фотоэлектроколориметре (ФЭК).
Реактивы:
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• раствор сульфосалициловой кислоты (30 г/л),
• раствор хлорида натрия (9 г/л),
• стандартный раствор альбумина (10 г/л) из человеческой или 
бычьей сыворотки.
Ход исследования:
В центрифужную пробирку наливают 1,25 мл прозрачной 
отцентрифугированной мочи, добавляют 3,75 мл раствора 
сульфосалициловой кислоты. Через 5— 12 мин определяют оптическую 
плотность на ФЭК против контроля. Светофильтр оранжево-красный 
(длина волны 650—590 нм), кювета с длиной оптического пути 5 мм. 
При высоком содержании белка разводят мочу обычным способом.
Контроль. В центрифужные пробирки наливают 1,25 мл от­
центрифугированной мочи и добавляют 3,75 мл раствора хлорида 
натрия. Производят измерение на ФЭК при тех же условиях, что и 
опытные пробы.
Для облегчения проведения реакции в опыте, контроле и 
построения калибровочной кривой берут 1 мл мочи и 3 мл кислоты. 
Расчет ведут по калибровочному графику, для построения которого 
готовят разведения из стандартного раствора альбумина (10 г/л) из 
человеческой или бычьей сыворотки в растворе хлорида натрия (9 г/л) с 
концентрацией белка 3.1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 г/л. Из каждого разведения 
берут 1 мл и обрабатывают, как опытные пробы. Прямолинейная 
зависимость при построении калибровочного графика сохраняется до 
концентрации 1,0 г/л.
Для определения суточной потери белка моча собирается 24 часа 
хранится в холодильнике или с использованием консерванта. Затем 
определяют белок в моче, и полученную величину умножают на 
суточный диурез. Величину суточной протеинурии выражают в граммах. 
Например, за сутки выделено 1,5 л мочи, концентрация белка составляет 
2 г/л, абсолютное количество белка равно 3 г за сутки (2 х 1,5).
Клиническое значение.
К физиологической протеинурии относятся случаи временного 
появления белка в моче, не связанные с заболеваниями. Такая протеинурия 
может встречаться у здоровых людей после приема большого количества 
пищи, богатой белками, после сильных физических напряжений, 
эмоциональных переживаний, эпилептических приступов.
Внепочечные протеинурии обусловлены примесью белка, 
выделяющегося мочевыводящими путями и половыми органами; 
наблюдаются при циститах, пиелитах, простатитах, уретритах, 
вульвовагинитах. Такие протеинурий редко превышают 1 г/л.
Почечная протеинурия обусловлена нарушением проницаемсти 
почечных клубочков для белков плазмы крови, которые в этом случае 
свободно проходят через базальную мембрану и не реабсорбируются в
!'н: ;:пс:кип г удл!ттш ииыа
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проксимальном канальце нефрона. Наблюдается при острых и 
хронических заболеваниях почек, нефропатии беременных, лихорадке, 
хронической сердечной недостаточности, гипертонической болезни и при 
других заболеваниях.
S.3. Определение глюкозы в моче.
Качественное определение глюкозы в моче является обяза­
тельным и может быть проведено одним из следующих унифи­
цированных методов: 1) реакцией I айнеса; 2) экспресс-методом с 
применением готового набора реактивов; 3) при помощи экспресс- 
тестов.
В основу большинства методик положены восстанавливающие 
свойства глюкозы. Так, в реакции Гайнеса при определении глюкозы 
восстанавливается сульфат меди последовательно в гидроксид меди 
желтого цвета и в оксид меди кирпично-красного цвета. Реакция 
протекает при нагревании в щелочной среде.
Подготовка пробы для исследования.
Мутную мочу центрифугируют. При большом содержании в моче 
белка (свыше 1 г/л) его удаляют. Для этого подкисляют мочу до 
слабокислой реакции, нагревают до кипения, затем охлаждают и 
фильтруют. Фильтрат должен быть прозрачным и при добавлении к 
нему раствора сульфосалициловой кислоты (200 г/л) не должен давать 
помутнения.
В редких случаях при наличии в моче большого количества 
восстанавливающих веществ (мочевая кислота, индикан, креатинин, 
желчные пигменты и др.) их необходимо удалить. В пробирку наливают 
8 мл мочи, прибавляют 1 мл 96° спирта и небольшое количество 
активированного угля; восстанаативающие вещества адсорбируются 
углем, оседающим на дно пробирки.
1. Реакция Гайнеса.
Реактив: 13,3 г химически чистого сульфата меди растворяют в 
400 мл дистиллированной воды (раствор 1); в другой посуде растворяют 
50 г едкого натра в 400 мл дистиллированной воды (раствор 2): далее 
разводят 15 г глицерина в 200 мл дистиллированной воды (раствор 3). 
Смешивают 1-й и 2-й растворы и к этой смеси при постоянном 
помешивании прибавляют небольшими порциями раствор 3. Получают 
готовый реактив синего цвета. Он годен в течение длительного времени.
Ход исследования.
В пробирку помещают 3—4 мл реактива Гайнеса и 8— 12 капель 
мочи. Нагревают над пламенем до закипания смеси, а затем кипятят в 
течение 1—2 мин или кипятят в водяной бане. При наличии глюкозы 
голубой цвет переходит в желтый, а при отсутствии — цвет реактива
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Гайнеса не изменяется. Допускается постановка метода в следующей 
модификации: к 1 капле мочи прибавляют 9 капель реактива Гайнеса и 
кипятят в водяной бане 1—2 мин.
2. Реакция при помощи индикаторной бумаги «Глюкотест».
Принцип метода: Метод основан на специфическом окислении
глюкозы с помощью фермента глюкозоксидазы. Образовавшаяся при 
этом перекись водорода расщепляется перксидазой окисляет 
добавленный краситель (ортотолидин, бензидин). Изменение цвета 
красителя свидетельствует о присутствии в моче глюкозы. Для 
полуколичественного определения глюкозы в моче имеется индика­
торная бумага «Глюкотест». Каждый комплект содержит 100 полосок 
индикаторной бумаги, пластмассовую пластинку белого цвета, цветную 
шкалу и инструкцию проведения исследования. Индикаторная бумага 
имеет размер 0,5 х 5 см и поперечную полосу светло-желтого цвета. Эта 
полоса нанесена вблизи одного из краев бумаги и пропитана раствором 
ферментов и красителя. При проведении качественной реакции на 
присутствие в моче при помощи индикаторной бумаги «Глюкотест» 
рекомендуют выполнять следующие методические указания: 
исследовать свежесобранную мочу, полученную до приема пищи; 
индикаторную бумагу хранить в темном закрытом пенале при 
температуре 8 °С; использовать индикаторную бумагу в течение 
оптимального срока годности (8 месяцев со дня выпуска).
Ход исследования:
Из пенала извлекают пластмассовую пластинку, цветную шкалу 
и одну полоску индикаторной бумаги. 2—3 капли исследуемой мочи 
наносят на индикаторную полоску светло-желтого цвета так, чтобы она 
была полностью увлажнена или опускают полоску в мочу. Затем 
полоску бумаги укладывают на пластмассовую пластинку белого цвета и 
оставляют на 2 мин при комнатной температуре, после чего сравнивают 
окраску поперечной полосы на бумаге с цветной шкалой. Если первона­
чальный цвет полосы на бумаге существенно не меняется, то глюкоза в 
моче отсутствует. При наличии глюкозы (от 5,55 до 111 ммоль/л) цвет 
полосы меняется от светло-зеленого до интенсивно-зеленого. При 
содержании глюкозы в моче более 111 ммоль/л максимальная 
интенсивность окраски цветной полосы на реактивной бумаге остается 
без изменений. При высоком содержании глюкозы в моче мочу 
необходимо развести и полученный результат умножить на степень 
разведения.
3. Глюкозоксидазный метод количественного определения 
глюкозы.
Количественное определение глюкозы производят только в тех 
порциях мочи, в которых она была обнаружена качественно. При 
определении глюкозы в суточном количестве мочи у больных сахарным
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диабетом исследуют три порции мочи, собранные через каждые 8 ч. Во 
избежание ложноположительных результатов перед определением 
глюкозы приостанавливают лечение тетрациклином,
хлортетрациклином, так как они выделяются с мочой и искажают 
результаты определений.
Принцип метода: глюкоза в присутствии фермента
глюкозоксидазы окисляется кислородом воздуха с образованием 
перекиси водорода. Образующаяся перекись водорода под действием 
пероксидазы окисляет субстрат с образованием окрашенного продукта, 
определяемого фотометрически.
Реактивы:
• Буферный раствор, pH = 6,0.
• Реагент (смесь ферментов).
• Стандарт глюкозы 5,55 ммоль/л.
• Стандарт глюкозы 16,0 ммоль/л.
Приготовление рабочего реагента: за несколько часов до про­
ведения анализа (рекомендуется за сутки) содержимое флакона 2 
растворяют буферным раствором из флакона 1 (до полного растворения 
реагента!), количественно переносят во флакон 1 и перемешивают. 
Рабочий реагент хранится в темном месте при температуре 2—8 °С в 
течение месяца.
Ход исследования:
Мочу перед анализом разводят дистиллированной водой в 
соотношении 1 : 5 или 1 : 10, в зависимости от качественной реакции, 
результат умножают на коэффициент разведения.
Отмерить(мл ) Опытная проба Стандарт Холостая проба
Моча 0,02 - -
Стандарт глюкозы - 0,02 -
Диет., вода - - 0,02
Рабочий реагент 2,00 2,00 2,00
Реакционную смесь перемешивают и инкубируют 15 мин при 37 
°С на водяной бане или в термостате при предварительно прогретом 
рабочем реагенте. Измеряют оптическую плотность опытной пробы Апр 
и стандарта Аст против холостой пробы. Стабильность окраски 15 мин.
Концентрацию глюкозы в моче С в ммоль/л определяют по 
формуле:
Сир = Апр /Аст х Сет,
где Сет — концентрация одного из стандартов глюкозы, которо­
му соответствует оптическая плотность Аст.
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Для определения глюкозы в суточной моче мочу собирают за 24 ч 
и измеряют ее объем. Определяют содержание глюкозы вышеописанным 
способом. Например, содержание глюкозы составляет 3,2 ммоль/л, 
суточный диурез 1,3 л, следовательно, в суточном количестве мочи 
концентрация глюкозы равна 3,2 ммоль/л х 1,3 = 4,16 ммоль/л.
Клиническое значение.
В норме глюкоза в моче отсутствует. Наиболеечастой причиной 
глюкозурии, является сахарный диабет или тяжелые заболевания почек.
5.4. Определение кетоновых тел в моче.
Принцип метода: кетоновые тела в щелочной среде образуют 
соединение с нитропруссидом натрия, имеющее красную или фиоле­
товую окраску. При этом надо учитывать, что некоторые нормальные 
составные части мочи, в частности креатинин, также реагируют с 
нитропруссидом натрия. Чтобы отличить окраску, зависящую от 
кетоновых тел, от окраски, которую дает креатинин, используют 
химически чистую ледяную уксусную кислоту. Уксусная кислота 
разрушает окраску, обусловленную креатинином, но сохраняет и даже 
усиливает окраску, зависящую от кетоновых тел.
Кетоновые тела (ацетон, (3-оксимасляная и ацетоуксусная ки­
слоты) определяют по назначению врача у больных сахарным диабетом, 
при тиреотоксикозе, при субарахноидальных кровоизлияниях, при 
токсической диспепсии, дизентерии, при длительном голодании.
Реактив:
1 г нигропруссида натрия, 20 г сульфата аммония и 20 г 
безводного карбоната натрия помещают в ступку и тщательно растирают 
до получения мелкого однородного порошка; реактив стоек до 10 лет 
при хранении в тщательно закрытой стеклянной темной посуде.
Ход определения:
На предметное стекло, помещенное на белый лист бумаги, 
наносят щепотку реактива Лестраде, к которому добавляют 2—3 капли 
исследуемой мочи. При наличии кетоновых тел наиболее интенсивное 
окрашивание наступает в течение 1—3 мин. В зависимости от степени 
окраски проба бывает:
а) слабоположительной (+) — слабо-розовое окрашивание, появ­
ляющееся через 2—3 мин;
б) положительной (++) — отчетливая фиолетовая окраска, 
появляющаяся через 1—2 мин;
в) резко положительной (+++) — фиолетовая (вишневая) окраска, 
которая появляется сразу же после нанесения мочи и через 1—2 мин ста­
новится более интенсивной;
г) отрицательной (-) — цвет смеси не изменяется.
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Исследование также может быть выполнено с помощью готового 
набора реактивов для экспресс-определения кетоновых тел в моче. 
Исследование проводят следующим образом: таблетку (содержит в 
своем составе нитропруссид натрия, сернокислый аммоний и безводный 
карбонат натрия) располагают на кусочке белой фильтровальной бумаги, 
находящейся на предметном стекле. Поверхность таблетки увлажняют 
2—3 каплями исследуемой мочи, через 1—3 мин сравнивают окраску 
таблетированного реактива с цветной шкалой, приложенной к набору.
Таблетируемым реактивом можно пользоваться только в пределах 
указанного на этикетке срока годности.
Кетоновые тела можно определять при помощи диагностических 
полосок. В бланке анализа обычно отмечают: «Кетоновые тела 
обнаружены» или «Кетоновые тела не обнаружены».
Клиническое значение.
Наиболее частая причина кетонурии -  декомпенсация сахарного 
диабета. У больных сахарным диабетом мониторинг кетонурии 
используется для контроля правильности подбора пищевого режима. 
Кроме сахарного диабета причиной кетонурии могут быть: длительное 
голодание, тяжелая лихорадка, алкогольная интоксикация.
5.5,Определение билирубина в моче(проба Розина).
Определение билирубина в моче производят по назначению 
врача. Лаборант обязан определить билирубин и без назначения врача, 
если моча имеет зеленовато-желтый, желтый, желтушный цвет и при 
окрашивании пены в желтый цвет при взбалтывании мочи.
Принцип метода: билирубин под влиянием окислителя
превращается в изумрудно-зеленый биливердин.
Реактив:
Спиртовой раствор йода (10 г/л): 1 г кристаллического йода 
растворяют в цилиндре вместимостью 100 мл в 20—30 мл 96° спирта- 
ректификата, а затем доливают спиртом до метки.
Ход исследования:
В химическую пробирку наливают 4— 5 мл исследуемой мочи и 
осторожно наслаивают на нее спиртовой раствор йода (если моча имеет 
низкую относительную плотность, то следует наслаивать ее на 
спиртовой раствор йода). При наличии билирубина на границе между 
жидкостями образуется зеленое кольцо (при приеме антипирина, а также 
при содержании в моче кровяного пигмента проба оказывается 
положительной). У здорового человека эта проба отрицательна.
Клиническое значение.
В норме билирубин в моче отсутствует. Определение билирубина в 
моче используют как экспресс-метод для дифференциальной диагностики
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желтух. Билирубинурию наблюдают главным образом при поражении 
паренхимы печени (паренхиматозные желтухи) и нарушении оттока желчи 
(обтурационные желтухи). Для гемолитической желтухи билирубинурия 
нехарактерна, так как непрямой билирубин не проходит через почечный 
фильтр.
5.6. Качественное определение уробилиновых тел (реакция 
Флоранса).
Анализ мочи на уробилиновые тела проводится по назначению 
врача. Уробилин в моче определяют по реакции Флоранса.
Принцип метода: качественные пробы (проба Флоранса, реакция 
Богомолова и др.) основаны на ускорении окисления уробилиногена 
путем прибавления окислителя.
Подготовка пробы.
• При наличии в моче большого количества белка его удаляют.
• Определение производят в профильтрованной моче 
слабокислой реакции.
• Билирубин препятствует определению уробилина, поэтому 
его удаляют. Вначале прибавляют к моче 1—2 капли настойки йода, 
которая окисляет уробилиноген в уробилин, затем к 8 мл мочи прибав­
ляют 2 мл раствора хлорида кальция (100 г/л), приливают 2 мл раствора 
аммиака (100 г/л), подкисляют несколькими каплями уксусной кислоты, 
мочу фильтруют. Определение уробилина производят в фильтрате.
Ход исследования:
К 10 мл профильтрованной мочи добавляют 3—6 капель 
концентрированной серной кислоты. Содержимое пробирки 
перемешивают и прибавляют 3—4 мл эфира. Пробирку закрывают 
резиновой пробкой, затем осторожно перемешивают. В другую 
пробирку наливают 2 мл концентрированной хлористоводородной 
кислоты, на которую наслаивают эфирную вытяжку из первой пробирки. 
При наличии уробилина на границе двух сред образуется розово­
фиолетовое кольцо. В моче здорового человека проба Флоранса 
положительна, у новорожденных уробилиноген в моче не определяется. 
Исчезновение уробилина из мочи на длительное время при 
одновременном увеличении билирубина в крови указывает на 
неблагоприятное течение заболевания. Такая картина может иметь место 
при переходе хронического гепатита в цирроз печени, при желтой ат­
рофии печени, при злокачественных новообразованиях, сопро­
вождающихся желтухой.
Клиническое значение.
Верхняя граница нормы уробилиногена в моче около 17 мкмоль/л 
(10 мг/л). В клинической практике определение уробилинурии имеет 
значение для выявления поражений паренхимы печени, особенно в
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случаях, протекающих без желтух; ;щя дифференциальной диагностики 
желтух (при механической желтухе уробилинурии нет).
5.7. Микроскопическое исследование мочи
Микроскопическое исследование осадка мочи проводят ори­
ентировочным методом при общем анализе и количественно для более 
точной оценки степени лейкоцитурии и гематурии, подсчетом 
форменных элементов в камере Горяева.
Подготовка осадка мочи для микроскопирования.
Микроскопическому исследованию подлежит первая утренняя 
порция мочи. После предварительного перемешивания берут 10 мл мочи, 
центрифугируют 10 мин при 1500 об/мин. Затем центрифужную пробирку 
с мочой резким движением опрокидывают, быстро сливают надосадочную 
жидкость в пустую банку. Переводят пробирку в исходное положение, 
осадок хорошо перемешивают, каплю помещают на предметное стекло и 
осторожно прикрывают покровным стеклом.
Ход исследования:
Вначале материал рассматривают при малом увеличении (окуляр 
7—10, объектив 8), конденсор при этом опускают, несколько суживают 
диафрагму, затем препарат детально изучают при большом увеличении 
(окуляр 10,7; объектив 40).
Просмотр препарата проводят по общепринятой схеме:
На малом увеличении можно обнаружить клетки, цилиндры, яйца 
паразитов и крупные кристаллы. Элементы осадка делятся на 
организованные (эпителий, элементы крови, цилиндры) и 
неорганизованные (соли).
Эпителий
плоский - большие (в 3 - 4 раза больше лейкоцитов), широкие 
полигональные клетки с одним ядром и мелкозернистой цитоплазмой. 
Встречаются группами и пластами.
переходный - клетки различной формы и размера, имеют 
желтоватую окраску, содержат довольно крупное ядро. В нормальной 
моче встречаются единичные экземпляры.
почечный - небольшие округлые или четырехугольные клетки с 
признаками дегенеративных изменений в цитоплазме (зернистость.
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вакуолизация), часто располагающиеся виде групп и цепочек. В 
нормальной моче не обнаруживается.
Клиническое значение
Эпителиальные клетки слущиваются со слизистой 
мочевыводящих путей. Большого диагностического значения не имеют. 
При воспалительных процессах, травмах, прохождении мочевого камня 
их количество может увеличиваться.
Лейкоциты
Лейкоциты обнаруживаются в моче в виде небольших зернистых 
клеток правильной округлой формы серого цвета. Лейкоциты в моче 
представлены, в основном, нейтрофилами и содержатся в нормальной 
моче в небольшом количестве: у мужчин от 0 до 3 лейкоцитов, у 
женщин -  от 0 до 5 в поле зрения.
Лейкоцитурия -  от 6 до 20 и более лейкоцитов в поле зрения 
Пиурия -  от 60 до 100 и более лейкоцитов в поле зрения.
Клиническое значение
Лейкоцитурия наблюдается при воспалительных процессах в 
почках и мочевыводящих путях. При некоторых состояниях внешний 
вид лейкоцитов может меняться. При нефротическом синдроме, 
например, лейкоциты могут уменьшаться в размерах, при 
пиелонефритах (щелочная реакция, низкая плотность) - увеличиваться. 
При циститах лейкоциты часто бывают деформированы.
Эритроциты
В норме не обнаруживаются, допускаются единичные 
эритроциты в препарате. Находящиеся в мочевом осадке эритроциты в 
зависимости от относительной плотности и pH могут выглядеть по- 
разному. Не измененные эритроциты желтоватого цвета содержат 
гемоглобин, а измененные (выщелоченные) бесцветные, имеют вид 
одноконтурных или двухконтурных колец. Сморщенные эритроциты 
обнаруживаются при высокой плотности мочи, выщелоченные 
эритроциты - при длительном их пребывании в кислой моче и при 
низкой относительной плотности.
Выделение эритроцитов с мочой называют гематурией. Если 
эритроциты обнаруживаются макроскопически - это макрогематурия, 
если только микроскопически - микрогематурия. Ложная гематурия -  
это когда к моче примешивается кровь из половых органов.
Клиническое значение
Появление в моче измененных эритроцитов имеет важное ди­
агностическое значение, так как они чаще всего почечного 
происхождения и встречаются при нефритах, туберкулезе почек и 
других тяжелых поражениях этого органа. Неизмененные эритроциты 
более характерны для поражения мочевыводящих путей - цистит, 
мочекаменная болезнь, уретрит.
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Цилиндры
Хорошо выявляются и сохраняются только в кислой моче. 
Цилиндры являются белковыми слепками с внутренней поверхности 
дистальных канальцев почек и имеют цилиндрическую форму. 
Образуются из свернувшегося белка секретируемого эпителием 
дистальных канальцев и слущиваясь, попадают в мочу.
Различают цилиндры:
гиалиновые - нежные, бледные, почти прозрачные образования, 
прямые и извитые, концы их закруглены или неправильно обломаны;
восковидные - очень толстые, короткие с желтоватым оттенком 
воска, хорошо контурированы;
зернистые - короткие широкие, состоят из зерен различной 
величины, имеют темный, часто желто-коричневый цвет;
эпителиальные - имеют четкие контуры, состоят из клеток 
почечного эпителия;
эритроцитарные - желтого цвета, состоят из массы 
эритроцитов.
цилиндроиды -  ложные цилиндры это образования 
цилиндрической формы, органического и неорганического 
происхождения, имеющие внешнее сходство с истинными цилиндрами. 
Они отличаются тем, что не имеют продольной исчерченности, контуры 
их неправильные, а концы раздваиваются.
Если поверхность цилиндра плотно покрыта эритроцитами, 
лейкоцитами, эпителиальными клетками, то такие цилиндры называются 
соответственно -  эритроцитарные, лейкоцитарные, эпителиальные. Если 
налипшие элементы подверглись дегенеративному распаду, то любой из 
выше перечисленных цилиндров может стать зернистым.
Клиническое значение
В норме в суточной моче могут быть единичные гиалиновые 
цилиндры. Встречаются в большом количестве уже при небольшой 
протеинурии, обнаруживаются практически при любой почечной 
патологии. Восковидные цилиндры встречаются при хронических 
заболеваниях почек со значительной протеинурией, например, при 
нефротическом синдроме.
Слизь
В нормальной моче не встречается. Появляется при 
заболеваниях мочевыводящих путей - уретритах, простатитах, 
циститах.
Бактерии
Нормальная моча бактерий не содержит, но после длительного 
стояния в ней могут появиться непатогенные микроорганизмы: 
Bacterium ureae, Micrococcus ureae, Sarcina ureae. Патологического 
значения они не имеют. При воспалении почек и мочевыводящего
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тракта в моче могут содержаться патологенные бактерии 
(стафилококки, стрептококки, кишечная палочка), паразиты 
(трихомонады, острицы, эхинококк), дрожжи.
Кристаллы солей
В кислой моче встречаются:
кристаллы мочевой кислоты - разнообразной формы 
(ромбической, шестигранной, в виде бочонков, брусков и др.), красно- 
бурого или желтовато-бурго цвета, макроскопически в осадке мочи 
имеют вид золотистого песка;
ураты - аморфные мочекислые соли - мелкие желтоватые, часто 
склеенные группами зернышки, макроскопически имеют вид плотного 
кирпично-розового осадка;
оксалаты - бесцветные кристаллы в форме почтовых конвертов;
сернокислая известь -  ввиде тонких, бесцветных игл или розеток;
В щелочной и нейтральной моче встречаются:
фосфаты - аморфные массы солей сероватого цвета 
(мелкозернистые), макроскопически -  осадок белого цвета;
трипельфосфаты - бесцветные яркие кристаллы в виде гробовых 
крышек или длинных призм;
мочекислый аммоний - желтые непрозрачные шары с шипами на 
поверхности.
Клиническое значение
Большое количество кристаллов мочевой кисоты обнаруживают 
при пневмонии, лейкозах, тяжелой почечной недостаточности, но 
неявляется признаком подагры или мочекаменной болезни. Ураты 
обнаруживаются при лихорадке, большой потере жидкости, лейкозах. 
Фосфаты иногда встречаются в нормальной моче, но чаще при 
ревматизе и хлорозе. Триппельфосфаты обнаруживаютмя во всех 
случаях защелачивания мочи: при приеме ратительной пищи, щелочных 
минеральных вод, восалении мочевого пузыря, при длительном стоянии 
мочи. Мочекислый аммоний может входить в состав почечных камней.
Тема: Исследование мокроты, цереброспинальной жидкости, 
транссудатов и экссудатов.
Слизистая оболочка дыхательных путей образована 
цилиндрическим мерцательным эпителием, в котором имеются 
бокаловидные клетки, секретирующие слизь. Мерцательный эпителий 
образует сплошную поверхность, удаляющую слизь вместе с попавшими 
инородными частицами. Эпителий альвеол участвует в газообмене и 
выделяет сурфактант, обеспечивающий расправление альвеол при вдохе. 
В сутки продуцируется около 10-50 мл секрета, выполняющего 
защитную и очистительную функции.
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Мокрота -  патологическое отделяемое, выделяющееся с кашлем при 
заболеваниях органов дыхания. Мокрота состоит из слизи, серозной 
жидкости, клеточных элементов крови и дыхательных путей. В мокроту 
могут попадать также гельминты, простейшие.
Спинно-мозговая жидкость (ликвор) образуется в сосудистых 
сплетениях желудочков головного мозга, поступает в субарахноидальные 
пространства головного и спинного мозга в результате диализа плазмы 
через стенки сосудов. Оттекает ликвор в субдуральное пространство и 
всасывается мелкими венами твердой мозговой оболочки и поступает в 
кровь. Ликвор, заключенный в эластичный мешок твердой мозговой 
оболочки, окружает головной мозг в виде водяной подушки, а спинной 
виде рукава. При механических ударах предохраняет мозг, регулирует 
внутричерепное давление и поддерживает осмотическое давление в 
клетках головного мозга, выводит метаболиты, выполняет респираторную 
функцию.
СМЖ по сравнению с кровью имеет тот же качественный состав, 
количественное содержание ее компонентов существенно отличается. 
Большая часть веществ в СМЖ содержится в меньшем количестве, чем в 
крови (белки, глюкоза, Са, К, Р и др.), но некоторые другие компоненты 
находятся в более высоких концентрациях -  Cl, Mg и др. Состав ликвора 
зависит от возраста. У детей до 6 месяцев имеется ряд особенностей в 
составе ликвора. Начиная с 6 месяцев и до глубокой старости состав 
ликвора постоянен.
В полости плевры, брюшины, перикарда у здорового человека 
имеется незначительное количество жидкости, которое увлажняет и 
способствует скольжению органов при дыхании, перистальтике, работе 
сердца. При некоторых патологических состояниях в этих полостях может 
накапливаться значительное количество жидкости. По характеру 
образования их делят на транссудаты и экссудаты.
1. ЦЕЛЬ ЗАНЯТИЯ.
1.1. Освоить теоретический материал по теме занятия.
1.2. Овладеть методиками приготовления препарата и 
микроскопического исследованиея мокроты.
1.3. Изучить физические и химические свойства мокроты, 
выпотных жидкостей и ликвора.
1.4. Дать аналитическую оценку методам.
2. СОДЕРЖАНИЕ ЗАНЯТИЯ.
2.1. Тестовый контроль исходного уровня знаний.
2.2. Разбор теоретического материала по теме занятия.
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2.3. Лабораторная работа: «Характеристика физических свойств 
и микроскопическое исследование мокроты».
3. ВОПРОСЫ ПО ТЕМЕ ЗАНЯТИЯ.
3.1. Подготовка пациента, забор, хранение и приготовление 
препаратов из материала, полученного из серозных полостей.
3.2. Определение цвета, прозрачности, относительной плотности 
выпотных жидкостей, проба Ривальта. Правила приготовления 
нативного и окрашенного препаратов для микроскопического 
исследования. Элементы, встречающиеся в нативном и окрашенном 
препаратах выпотных жидкостей.
3.3. Подготовка пациента, забор, хранение и приготовление 
препаратов мокроты.
3.4. Определение физических и биохимических показателей 
мокроты. Правила приготовления нативного и окрашенного препаратов 
для микроскопического исследования. Элементы, встречающиеся в 
нативном и окрашенном препаратах мокроты.
Аналитическая характеристика методов и оценка результатов 
исследования относительно нормальных значений.
3.5. Исследование цвета, прозрачности, относительной плотности, 
белка в цереброспинальной жидкости.
3.6. Особенности забора, хранения и приготовления препаратов 
цереброспинальной жидкости. Определение цитоза.
3.7. Морфологические особенности клеточных элементов, 
которые можно дифференцировать в счетной камере. Диагностическое 
значение повышения количества клеточных элементов в ликворе. 
Аналитическая характеристика методов и оценка результатов 
исследования относительно нормальных значений.
4. ВОПРОСЫ ДЛЯ САМОСТОЯТЕЛЬНОГО ИЗУЧЕНИЯ.
4.1. Методы исследования кала на скрытую кровь.
4.2. Копроцитограмма.
5. ЛАБОРАТОРНАЯ РАБОТА.
5.1. Физические свойства мокроты.
Лабораторное исследование мокроты включает ее осмотр, 
измерение количества, анализ физических и химических свойств, 
микроскопическое изучение нативных и окрашенных препаратов и 
бактериологическое исследование. Исследование мокроты позволяет 
установить характер, локализацию, этиологию патологического процесса. 
Для исследования берется утренняя свежая мокрота, которую собирают в 
специальную чистую посуду.
Правила сбора и подготовки мокроты для исследования:
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1. После тщательного полоскания полости рта свежевыделенную 
утренню мокроту собирают в чистую, сухую стеклянную посуду. 
Пациенту следует объяснить, что исследованию подлежит только 
мокрота, отделяемая при кашле, а не при отхаркивании.
2. Исследовать следует только свежевыделенную мокроту, т.к. ее 
хранение ведет к размножению микробов и аутолизу (растворению) 
клеточных элементов.
3. При необходимости суточного сбора мокроты необходимо ее 
хранить в холодильнике при 4 С°.
4. Важен тщательный отбор материала для микроскопического 
исследования мокроты. С этой целью шпателем или иглой мокроту 
распределяют тонким слоем в чашке Петри и просматривают на черном 
или белом фоне. Выбирают все подозрительные комочки, кровяные 
прожилки, помещают на предметное стекло и, не размазывая, нак­
рывают покровным стеклом, и изучает микроскопически.
1 .Количество мокроты
Определяют в мерной стеклянной посуде. При обильном 
выделении не очень густой мокроты при стоянии она расслаивается, что 
имеет определенное дифференциально-диагностическое значение. При 
гнилостном бронхите, гангрене легких, бронхоэктазах мокрота обычно 
разделяется на три слоя: верхний — пенистый слой слизи, средний — 
серозный, мутноватая желтоватая плазма и нижний — гнойный, 
плотный, желтовато-зеленоватого цвета. Разделение мокроты на два 
слоя часто наблюдается при абсцессе легких: верхний слой состоит из 
серозной жидкости, а нижний — из зеленовато-желтой гнойной массы. 
Причина расслоения — разница в относительной плотности составных 
частей мокроты.
Клиническое значение
Небольшое количество мокроты отделяется при острых брон­
хитах, трахеитах, пневмониях, иногда при хронических бронхитах, 
застойных явлениях в легких, в начале приступа бронхиальной астмы. 
Много мокроты (более 200 мл) выделяется обычно из полостей в 
легочной ткани, при нагноительных процессах в легких при условии 
сообщения полости с бронхом (при абсцессе, бронхоэктатической 
болезни, гангрене легкого).
2. Цвет
Зависит от ее характера и природы вдыхаемых частиц, 
окрашивающих мокроту. Преобладание одного из субстратов мокроты 
придает ей соответствующий оттенок.
Клиническое значение
Слизистая и серозная мокрота бесцветная или беловато-серая. 
Мокрота обычно мутная. Присоединение гнойного компонента к 
мокроте придает ей зеленоватый цвет'. Это связано с действием
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фермента вердопероксидазы, содержащейся в нейтрофильных 
лейкоцитах и освобождающейся из них при распаде (абсцесс легкого, 
гангрена легкого, бронхоэктатическая болезнь, актиномикоз легкого). 
Желтый цвет мокрота может иметь из-за присутствия большого 
количества эозинофилов (астматическая мокрота). При появлении в 
мокроте примеси большого количества свежей крови она приобретает 
различные оттенки красного цвета (мокрота при кровохарканьи у 
больных туберкулезом, актиномикозом, раком легкого, при инфаркте 
легкого, сердечной астме, отеке легких). Черноватая или серая мокрота 
отмечается при примеси угольной пыли. Вдыхаемая пыль, содержащая 
красители, может окрашивать мокроту в различные цвета. Цвет охры 
мокрота имеет при сидерозе легкого, голубой цвет — у рабочих 
ультрамариновых заводов, белый — у мельников, пекарей.
3.Консистенция
Оопределяют с помощью препаровальной иглы. Мокроту 
подтягивают над чашкой Петри. Если мокрота почти вся тянется за 
иглой, то консистенция ее считается тягучей; при вязкой консистенции 
мокрота тянется в виде довольно толстой нити; при умеренно вязкой — 
в виде тонкой и быстроотрывающейся нити; мокрота студенистой 
консистенции над чашкой Петри не приподнимается. Мокрота может 
иметь полужидкую и жидкую консистенцию.
Клиническое значение
Консистенция зависит от состава мокроты. Вязкая консистенция 
наблюдается при наличии слизи; клейкая, студенистая — при большой 
примеси фибрина; жидкая — при наличии серозной жидкости; умеренно 
вязкая или вязкая — при примеси гноя. Кроме того, консистенция 
мокроты может быть неоднородной (серозная с комочками слизи или 
слизистая с примесью гноя).
5. Запах
Мокрота обычно не имеет запаха. Неприятный, гнилостный или 
зловонный запах бывает при абсцессе легкого, распаде злокачественной 
опухоли, при гангрене легкого, бронхоэктатической болезни.
6. Состав мокроты
Мокрота неоднородна по составу. Главными компонентами ее 
являются слизь, гной, кровь, серозная жидкость, фибрин. В зависимости 
от преобладания той или иной составной части различают: слизистую, 
слизисто-гнойную, гнойную, гнойно-слизистую, слизисто-гнойно­
кровянистую, серозную, кровянисто-слизистую мокроту и др. При 
описании характера мокроты принято преобладающий субстрат ставить 
на второе место (например: слизисто-гнойная, когда преобладает слизь, 
гнойно-слизистая — преобладает гной).
К патологическим примесям относятся плотноватые, кровянистые 
тканевые клочки при распаде злокачественной опухоли, желтоватые
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рассыпчатые массы при бронхиальной астме, рисовидные зерна при 
туберкулезе, мелкие серовато-желтые крупинки при актиномикозе, 
пленчатые образования при эхинококкозе.
5.2. Микроскопическое исследование нативных препаратов 
мокроты.
Принцип .метода: микроскопическое исследование состоит из 
изучения нативных и окрашенных препаратов. Полноценность 
исследования мокроты целиком зависит от правильного приготовления и 
количества просмотренных препаратов.
Ход исследования
Мокроту, помещенную в чашку Петри, рассматривают на черном 
и белом фоне. Узким шпателем и иглой выбирают различные составные 
части мокроты (комочки гноя, слизи, крови, тканевые клочки). 
Необходимо также брать для исследования все частицы, отличающиеся 
формой, окраской, плотностью от фона мокроты. Отобранный материал 
помещают на предметное стекло и накрывают покровным. Количество 
материала, взятого для одного препарата, должно быть таково, чтобы 
мокрота не выходила за пределы покровного стекла. Если мокрота имеет 
вязкую или тягучую консистенцию, то на покровное стекло слегка 
надавливают, чтобы материал распределился равномерно тонким слоем.
Препараты сначала просматривают под малым увеличением 
(объектив 8, окуляр 7), затем под большим (объектив 40, окуляр 7) 
увеличением микроскопа. Просмотр под малым увеличением дает 
ориентировочное представление о качестве выбранного материала, о 
количестве тех или иных клеток и других образований, позволяет 
быстрее обнаружить элементы, встречающиеся в мокроте в небольшом 
количестве (эластические волокна, спирали Куршмана, комплексы 
опухолевых клеток и др.). Просмотр с большим увеличением необходим 
для детального исследования материала. Следует учитывать, что 
элементы в мокроте распределяются всегда неравномерно, поэтому 
необходимо тщательное исследование серии препаратов. Если при 
исследовании нативного препарата возникает необходимость в его 
окраске, то под контролем микроскопа покровное стекло снимают, 
перемещая в одну сторону, а предметное стекло — в другую, и отмечают 
стеклографом на обратной стороне препарата интересующий участок. 
Затем препарат высушивают и окрашивают.
Элементы мокроты, которые обнаруживаются в нативном 
препарате, можно разделить на три основные группы: клеточные, 
волокнистые и кристаллические.
1.Клеточные элементы.
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При большом увеличении обнаруживаются клетки плоского 
эпителия, которые попадают в мокроту из полости рта и не имеют 
диагностического значения.
Цилиндрический мерцательный эпителий — эпителий слизистой 
оболочки бронхов и трахеи -  в виде удлиненных, цилиндрических или 
веретенообразных клеток с острым вытянутым концом и овальным 
ядром, расположенным эксцентрично ближе к базальной части клетки. На 
расширенном конце клетки, видны реснички, которые в свежей мокроте 
могут двигаться. Основное назначение цилиндрических клеток -  удалять из 
дыхательных путей инородные частицы, принимать участие в согревании и 
увлажнении воздуха. Обнаруживаются в большом количестве при 
бронхиальной астме и остром бронхите, новообразованиях легкого.
Клетки плоского эпителия попадают в мокроту со слизистой 
полости рта. Единичные клетки встречаются всегда, но большое 
количество клеток плоского эпителия говорит о неправильном сборе 
материала для исследования и примеси в нем слюны.
Альвеолярные макрофаги -  крупные клетки (до 20-25 мкм), имеют 
эксцентрично расположенное ядро, вакуолизированную цитоплазму с 
различными включениями. Имеют котномозговое происхождение, активно 
перемещаются по дыхательным путям, обладают высокой фагоцитарной 
активностью, имеют высокую активность метаболизма, вырабатывают 
большое количество гидролитических ферментов. Эти клетки распознают и 
фагоцитируют инородные частицы, их очень много у курильщиков. При 
воспалительных процессах альвеолярные макрофаги активно 
взаимодействуют с лимфоцитами, которые продуцируют хемокины, 
привлекающие в очаг воспаления нейтрофильные лейкоциты или 
эозинофилы. Встречаются в норме и в большом количестве при бронхитах, 
пневмониях и профессиональных заболеваниях легких.
Нейтрофильные лейкоциты -  круглые клетки с плохо различимым 
ядром и однородной обильной зернистостью. Всегда содержатся в мокроте 
в большем или меньшем количестве. В слизистой мокроте их обычно 
единицы, а в гнойной -  сплошь покрывают поле зрения.
Эозинофилы можно выделить в нативном препарате по желтой 
окраске и отчетливой крупной зернистости. Единичные, могут встречаться в 
нормальной мокроте, в большом количестве при бронхиальной астме, 
гельминтах, эхинококке легкого, при раке легкого.
Эритроциты -  имеют вид дисков желтоватого цвега, меньше 
лейкоцита, не имеющих зернистости в цитоплазме. Единичные 
эритроциты могут встречаться в любой мокроте. В большом количестве 
обнаруживаются в кровянистой мокроте при застое, инфаркте легкого, 
легочном кровотечении, туберкулезе и др.
Пылевые клетки с фагоцитированными частицами пыли, угля, 
встречаются у людей с профессиональными заболеваниями легких.
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Сидерофаги - это разновидность альвеолярных макрофагов, 
содержащих гемосидерин и золотисто-желтые включения. 
Обнаруживаются в мокроте при застойных явлениях в легком, инфаркте 
легкого при кровоизлияниях.
Опухолевые клетки попадают в мокроту при распаде опухоли в 
бронхах. Эти клетки крупные, атипичного строения с несколькими 
ядрами, вакуолизированной цитоплазмой.
2. Волокнистые образования.
Представлены в мокроте в основном эластическими волокнами и 
спиралями Куршмана.
Эластические волокна имеют вид извитых, блестящих, тонких, 
двухконтурных волокон, равномерной толщины, складывающихся пучками. 
Они появляются в мокроте при распаде легочной ткани и 
обнаруживаются при деструктивных процессах в легком: туберкулезе, раке, 
абсцессе легкого. При кавернозном туберкулезе из-за отложения жирных 
кислот и мыл они становятся грубыми, толстыми, с неровными контурами и 
бугристыми утолщениями, за что и получили название коралловидных. 
Обнаруживаются редко. Обызвествленные эластические волокна -  грубые, 
толстые, палочковидные образования, обнаруживают при распаде 
первичного туберкулезного очага. Элементы распада первичного 
туберкулезного очага называют тетрадой Эрлиха, которая включает:
- обызвествленные эластические волокна;
- аморфные соли извести;
- обызвествленный казеозный детрит;
- микобактерии туберкулеза.
Спирали Куршмана представляют собой уплотненные слизистые 
образования в виде тяжей с центральной плотной осевой нитью, 
спиралевидно извитые, иногда видимые макроскопически. По 
периферии слизь лежит более свободно и образует так называемую 
мантию. Величина спиралей может быть различной. Спирали 
образуются в результате спазма или здавления бронхов. Они 
встречаются чаще всего при бронхиальной астме или раке легкого.
3. Кристаллические образования
Кристаллы Шарко-Лейдена, имеют вид блестящих бесцветных 
октаэдров различной величины, напоминающих стрелку магнитного 
компаса Кристаллы Шарко-Лейдена образуются из белка распавшихся 
эозинофилов. Свежая мокрота часто их не содержит, они появляются 
спустя 24 часа. Часто бывают в мокроте при бронхиальной астме, а также 
при глистных поражениях легких.
Кристаллы гематоидина в виде игольчатых или ромбических 
образований золотисто-желтого или буро-желтого цвета, образуются 
вследствие распада гемоглобина при обширных кровоизлияниях, некрозе 
легочной ткани (гангрена, абсцесс легких).
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Кристаллы холестерина имеют вид бесцветных табличек 
четырехугольной формы с обломанным углом в виде ступенек, образуются 
при распаде жироперерожденных клеток. Встречаются при туберкулезе, 
новообразованиях, абсцессе легкого, эхинококкозе.
5.3. Исследование окрашенных препаратов мокроты.
Принцип метода: для исследования морфологии клеточных 
элементов мокроты используют окраску по Романовскому и 
Папенгейму. При окраске мокроты этими методами необходимо 
учитывать ее характер (если много слизи, толстый препарат — окраска 
более продолжительная). При подозрении на наличие злокачественного 
новообразования экспозиция окраски сокращается.
Ход исследования:
Исследование включает микроскопию препаратов, окрашенных 
по Цилю-Нильсену для выявления микобактерий туберкулеза 
(кислотоустойчивых бактерий - КУБ), препаратов, окрашенных по 
Граму, для изучения микрофлоры мокроты (стрептококки, 
стафилококки, диплобациллы Фридлендера, пневмококки и др.). В 
последнем случае бактериоскопическое исследование имеет 
ориентировочное значение. Правильность выявления этих бактерий 
всегда подтверждается посевом.
1 .Подготовка мокроты для анализа на КУБ
На исследование направляются три пробы мокроты от каждого 
пациента. Первую пробу мокроты пациент собирает через 1—2 ч после 
сна под наблюдением медицинского работника. Вторая проба мокроты 
собирается больным в тот же день через несколько часов после взятия 
первой пробы. Третья проба — утром следующего дня.
Для исследования необходимо получить достаточное количество 
мокроты (3—5 мл), содержащей плотные гнойные частицы, а не слюну.
2.Техника приготовления и окраски препаратов.
Новые предметные стекла для очистки кипятят в 10 г/л растворе 
соды, после чего их промывают водой, затем слабой соляной кислотой и 
снова водой. Вымытые стекла хранят в стеклянных банках с притертой 
пробкой в 96° спирте.
Бактерии чаще обнаруживаются в плотных гнойных частицах 
мокроты. Результат исследования в большей степени зависит от 
правильного выбора этих частиц. Гнойные частицы выбирают из 4—6 
разных мест, распределяют по предметному стеклу тонким слоем. Мазок 
можно приготовить и другим способом. Стекло с отобранной мокротой 
покрывают другим предметным стеклом и, придавливая друг к другу, 
тщательно растирают, раздвигая стекла в противоположном 
направлении. Нельзя делать беспорядочные вращательные движения, 
размазывать материал по всему стеклу. Следует оставлять свободным от
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материала половину или треть стекла, чтобы было удобно окрашивать 
его, не пачкая рук.
Если мокрота очень вязкая, небольшой гнойный комочек за­
хватывают пинцетом, осторожно отрезают ножницами и наносят его на 
середину предметного стекла. Пинцет и ножницы обжигают в пламени 
спиртовой горелки. Подготовленные мазки просушивают на воздухе в 
течение 15—30 мин. Подогревать препарат для высушивания не 
рекомендуется, так как при этом легко происходит разрушение 
микробных клеток. Высушенный мазок фиксируют трехкратным 
проведением его в течение 3—5 с через среднюю и наиболее яркую 
часть пламени спиртовки. Нужно избегать следующих ошибок:
1) изготовлений слишком толстых препаратов (трудно искать 
бактерии),
2) фиксирования плохо высушенных мазков (получается плохая 
окраска),
3) недостаточной фиксации, ведущей к сползанию препарата,
4) длительной фиксации над пламенем, вызывающей обугливание 
мокроты, что сильно отражается на качестве окраски.
3.Окраска по Пилю-Нильсену.
Предметные стекла помещают на мостик с промежутками между 
краями. Мазки накрывают фильтровальной бумагой. На всю по­
верхность фильтровальной бумаги, покрывающей стекло, наносят 
карболовый фуксин Циля (1 г основного фуксина растворяют в 10 мл 
этилового спирта, раствор выливают в 100 мл 50 г/л раствора 
карболовой кислоты). Стекло с мазком медленно нагревают над 
пламенем спиртовки до появления пара. Не допускается кипение или 
высушивание окрашивающего раствора на предметном стекле. Если 
раствора недостаточно, его можно добавить и нагреть второй раз. Мазок 
с прогретым раствором оставляют на 5 мин, после чего фильтровальную 
бумагу удаляют пинцетом и помещают в бачок для сбора отходов. 
Каждое предметное стекло аккуратно ополаскивают отдельно под 
слабой струей воды из водопроводного крана до полного удаления 
окрашивающего раствора. Мазок держат ребром к струе воды. Не раз­
решается смывать и обесцвечивать одновременно несколько мазков во 
избежание перекрестного заражения. Все стекла помещают на мостик и 
обрабатывают, каждый из них индивидуально, 250 г/л раствором серной 
кислоты до полного отхождения краски. Смывают каждое предметное 
стекло как описано выше. Затем каждый мазок обрабатывают 96° 
этиловым спиртом в течение 5 мин и промывают водой. Обесцвеченные, 
промытые стекла с мазками докрашивают (3 г/л водным раствором 
метиленового синего в течение 60 с), промывают, как описано выше, 
оставляют сушить на воздухе.
Клиническое значение
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Нейтрофилы составляют основную массу лейкоцитов. Выглядят 
как округлые клетки с сегментированным ядром и зернистой 
цитоплазмой. Часто имеют неправильную форму и нечеткое 
распавшееся на фрагменты ядро. Дегенеративные изменения в 
нейтрофилах встречаются в основном в гнойной мокроте, при абсцессе, 
туберкулезе.
Эозинофилы имеют округлую форму, двухсегментное иногда 
круглое ядро. Цитоплазма с крупной ярко-розовой зернистостью. Иногда 
при бронхиальной астме, эозинофилы в скоплениях разрушаются и 
видны в виде массы эозинофильных зерен.
Лимфоциты и базофилы хорошо дифференцируются и имеют все 
признаки характерные для этих клеток.
Гистиоциты -  встречаются в препаратах мокроты постоянно в 
различных количествах. Могут быть разной величины, округлой или 
неправильной формы, часто с дистрофическими изменениями. Ядро 
круглое, овальное, бобовидное или палочковидное, расположено 
эксцентрично, окрашивается не интенсивно. Цитоплазма 
вакуолизированная голубая.
Альвеолярные макрофаги -  клетки круглой или овальной формы. 
Ядро имеет округлую, овальную или палочковидную форму и 
небольшие размеры. Возможно наличие двух и более ядер. Цитоплазма 
пенистая, голубого или розоватого цвета. При большом количестве 
включений эти клетки могут окрашиваться в бурый или черный цвет.
Гигантские многоядерные клетки хронического воспаления. Ядра 
круглые, одинакового размера. С нежным сетчатым рисунком 
хроматина. Ядра могут быть распределены в клетке равномерно или 
собраны в центре.
Эпителиоидные клетки. Овальной формы, с ядром самой разной 
формы (бобовидной, грушевидно, овальной) с нежным мелко-точечным 
хроматином. Цитоплазма светлая, базофильная с вакуолями. Эти клетки 
присутствуют в мокроте при туберкулезе и саркоидозе так как, являются 
элементами туберкулезной гранулемы.
Клетки Пирогова-Лангханса. Гигантские многоядерные клетки, 
содержащие 20 и более ядер, которые имеют вытянутую форму и 
располагаются виде частокола по периферии клетки, иногда только на 
одной ее половине. Цитоплазма широкая, бледно-голубого цвета. Эти 
клетки также являются элементами туберкулезной гранулемы, но 
встречаются очень редко так как, легко разрушаются при казеозном 
распаде. Могут выявляться при вирусном поражении легких.
Плоский эпителий представлен большими, округлыми или 
полигональными клетками поверхностного и промежуточного слоев. 
Плоский эпителий полости рта, как правило, покрыт бактериями.
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Эпителий бронхов. В зависимости от того, из какого уровня 
бронхиального дерева происходят эти клетки, они могут иметь 
призматическую или кубическую форму.
Реснитчатые клетки имеют вытянутую форму с одним широким 
концом, другим конически суженным. На широкой части клетки 
находится кутикулярный ободок -  утолщенная мембрана клетки, от 
которой отходят реснички. Ядро круглой или овальной формы, смещено 
к узкой части клетки. Располагаются реснитчатые клетки разрозненно 
или пластами, в которых они напоминают соты, имеют круглые ядра 
окруженные узким ободком цитоплазмы.
Бокаловидные клетки похожи на реснитчатые по размеру и 
форме, но не имеют ресничек. Цитоплазма вакуолизирована, так как, 
содержит много секрета, слабобазофильная. Ядро расположено 
эксцентрично.
Флора.
В нативных препаратах обнаруживается и кокковая и палочковая 
флора. Пневмококки характерны для хронического очага и 
распространяются по периферии вместе с воспалительным 
инфильтратом (экссудатом). Для стафилококковой инфекции характерно 
мелкоочаговое поражение с тенденцией к слиянию очагов с 
образованием участков некроза и абсцедирования. При этом микрофлора 
располагается в центре воспалительного очага, а по периферии 
безмккробный инфильтрат.
5.4.0пределение физических свойств ликвора
Для получения спинномозговой жидкости производят 
люмбальную пункцию между остистыми отростками III и IV или IV и 
V поясничных позвонков. Ликвор должен быть исследован немедленно 
после его получения, т. к. при стоянии форменные элементы, 
находящиеся в нем быстро разрушаются (цитолиз).
Цвет
Принцип метода: в пробирку из бесцветного стекла, наливают 
воду и сравнивают цвет в обеих пробирках, располагая их на уровне 
глаз, на фоне листа белой бумаги.
В норме, спинно-мозговая жидкость бесцветная. При патологии 
цвет ликвора может меняться. Розовый или кровянистый цвет может 
быть обусловлен примесью крови при свежих субарахноидальных 
кровоизлияниях. Ксантохромия — слаборозовое, оранжевое, бурое или 
коричневое окрашивание ликвора, появляющееся в результате 
метаболизма выходящего из эритроцитов гемоглобина. Желтый цвет 
ликвора обусловлен биливердином и билирубином.
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Прозрачность
Принцип метода: в пробирку из бесцветного стекла, наливают 
воду и сравнивают прозрачность в обеих пробирках, располагая их на 
уровне глаз, на черном фоне.
В норме спинно-мозговая жидкость прозрачная. Помутнение 
ликвора может быть обусловлено двумя причинами: увеличением числа 
клеточных элементов или высоким содержанием бактерий.
5.5-Определение химических свойств ликвора
К предварительным исследованиям белкового состава ликвора 
относятся осадочные пробы пробы Панди и Нонне-Аппельта. Эти пробы 
дают приблизительную информацию об уровне белка и соотношении 
концентрации альбумина и глобулинов в спинно-мозговой жидкости.
Реакция Панди
Принцип метода: в насыщенном растворе карболовой кислоты 
альбумины и глобулины денатурируют и выпадают в осадок.
Реактив Панди: 10 г кристаллической карболовой кислоты 
размешивают в 100 мл дистиллированной воды. Далее инкубируют в 
термостате при 37°С в течение 12 часов, а затем выдерживают 2 суток 
при комнатной температуре. Прозрачную жидкость над красным 
осадком сливают и хранят в посуде из темного стекла.
Ход определения: На стекло на темном фоне капают 1-2 мл 
реактива Панди и добавляют 1-2 капли ликвора.
Оценка результатов реакции Панди:
Результат Оценка Пояснение
Нет помутнения - Реакция отрицательная
Опалесценция ± Реакция сомнительная
Слабое помутнение + Реакция слабоположительная
Явное помутнение ++ Реакция положительная
Явное интенсивное помутнение +++ Реакция резко положительная
Глобулиновая реакция Ноне-Аппельта
Принцип метода: реакция высаливания. При 50% насыщении 
сульфатом аммония глобулины выпадают в осадок, в то время как 
альбумины остаются в растворе.
Реактивы: насыщенный раствор сульфата аммония (85 г
(NH4)2S04 растворяют в 100 мл горячей дистиллированной воды). 
Раствор отфильтровать и остудить до комнатной температуры. После 
охлаждения на дне образуются кристаллы сульфата аммония. Реактив 
можно использовать через несколько дней после приготовления. Перед 
использованием следует проверить pH и при необходимости довести до 
нейтральной аммиаком.
Ход определения
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Смешать равные объемы ликвора и раствора сульфата аммония. 
Результат читается через 3 минуты.
Оценка результата проводится так же, как и при реакции Панди.
Клиническое значение.
В нормальной спинно-мозговой жидкости после добавления 
насыщенного раствора сульфата аммония определяется только легкая 
опалесценция. Положительный результат свидетельствует об 
увеличении уровня глобулинов.
Количественное определение общего белка
Принцип метода: белки в присутствии сульфосалициловой 
кислоты и сульфата натрия образуют преципитаты, в результате чего 
определяется помутнение, которое пропорционально концентрации 
белка.
Реактивы:
1. Сульфосалициловый реактив (5 г сульфосалициловой кислоты 
и 16 г водного сульфата натрия растворяют в 100 мл дистиллированной 
воды, фильтруют. Реактив стоек при комнатной температуре.
2. Физиологический раствор хлорида натрия 0,9%
3. матричный раствор глобулина 10 г/л.
___  Ход исследования:
Опыт Контроль
Сульфосалициловый реактив 1,6 мл -
0,9№ NaCl - 1,6 мл
Ликвор 0,4 мл 0,4 мл
Пробы выдерживают в течение 15 минут при комнатной 
температуре, после чего фотометрируют на ФЭКе. Длина волны 440 нм, 
кювета с длинной оптического пути 10 мм.
Расчет результатов:
С= Е0„*К,
где Еоп - экстинция опыта, К -  коэффициент, вычисленный из 
калибровочной кривой.
Нормальные значения концентрации белка в ликворе, 
полученном при люмбальной пункции у взрослых: 0,15 -  0,45 г/л.
Клиническое значение.
Повышение концентрации белка в ликворе связанно с 
нарушением либо проницаемости гематэнцефалического барьера 
(травма, инфекция), либо обратного всасывания белка из ликвора 
клетками паутинной оболочки (инфекционные поражения, 
механический блок оттока ликвора опухолью, абсцессом, спайками), или 
может быть обусловлено увеличением синтеза иммуноглобулинов
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лимфоцитами или плазматическими клеткам в ЦНС (рассеянный 
склероз).
Уменьшение концентрации общего белка в ликворе наблюдается 
при нарушении целостности твердой мозговой оболочки.
Количественное определение глюкозы
Концентрация глюкозы в ликворе зависит от ее концентрации в 
крови. Поэтому при измерении концентрации глюкозы в ликворе 
необходимо параллельно определять ее в крови и ориентироваться на 
соотношение концентрации глюкозы в ликворе и крови в норме это 
соотношение около 0,6.
Принцип метода: глюкозооксидаза окисляет глюкозу до
глюконовой кислоты с образованием перекиси водорода. Перекись 
водорода под действием пероксидазы окисляет краситель, который в 
окисленной форме дает окрашивание. Выраженность окраски 
пропорциональна количеству окисленного красителя. Ход 
аналитической процедуры такой же как для определения глюкозы в 
сыворотке крови
Клиническое значение.
Нормальные значения: 2,75-4,4 ммоль/л (60 % от плазмы крови 
для взрослых). Наиболее клинически значимым является уменьшение 
концентрации глюкозы в ликворе. Это связанно с нарушением 
транспорта глюкозы в ЦНС; увеличением гликолитической активности в 
ЦНС; увеличением интенсивности утилизации глюкозы лейкоцитами и 
микроорганизмами, находящимися в ликворе. За счет последнего 
механизма наблюдается уменьшение концентрации глюкозы в ликворе 
при бактериальных менингитах (особенно туберкулезных). К 
уменьшению концентрации глюкозы могут приводить 
субарахноидальные кровоизлияния, метастатическое поражение 
оболочек мозга.
При вирусном менингите, энцефалите, абсцессе мозга, сифилисе, 
опухолях мозга уровень глюкозы в ликворе чаще остается в норме.
У больных сахарным диабетом наблюдается увеличение глюкозы 
в ликворе на фоне нормального отношения глюкозы ликвора к глюкозе 
крови. Наличие путевой крови повышает уровень глюкозы в ликворе.
Микроскопическое исследование ликвора
Микроскопическое исследование ликвора складывается из 
подсчета общего количества клеток в камере Фукса-Розенталя (цитоз) и 
дифференцировки клеточных элементов (цитограмма ликвора) в 
окрашенных препаратах.
Подсчет цитоза
Реактив Самсона: 30 мл ледяной уксусной кислоты, 2 мл 
карболовой кислоты, 2 мл спиртового
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Раствора фуксина (1:10) до 100 мл доливают дистиллированной 
водой. Реактив Самсона стоек, сохраняет лейкоциты без изменения в 
течении нескольких часов, предотвращая цитолиз. Уксусная кислота 
лизирует эритроциты. Реактив окрашивает ядра клеток в красный цвет, 
что облегчает их подсчет.
Ход исследования.
Ликвор отмеривают микропипеткой и смешивают с реактивом в 
соотношении 10:1 (10 частей ликвора и I часть реактива) после чего 
смесь стоит при комнатной температуре 15-30 минут.
Заполняют камеру Фукса-Розенталя (емкость камеры 3,2мкл). 
Подсчет клеток производят по всей сетке при малом увеличении 
микроскопа (окуляр 15х, объектив 8х). Результат выражается 
количеством клеток в 3 мкл. Чтобы вычислить количество клеток в 1 
мкл, следует их количество во все камере поделить на 3.
В нормальном ликворе у взрослых содержится 0-5 клеток в 1
мкл.
Клиническое значение.
Любой процесс, затрагивающий оболочки мозга, может 
приводить к увеличению количества лейкоцитов в ликворе (плеоцитозу), 
степень которого будет зависеть от типа патологии, ее
продолжительности и интенсивности. Особенно ярко выражен 
плеоцитоз при тяжелых острых инфекционных менингитах. В то же 
время, отсутствие плеоцитоза не исключает органическое поражение 
головного мозга и менингиальных оболочек.
Определение характера иитоза
Принцип метода. Для приготовления препарата при 
исследовании цитограммы ликвор центрифугируют в специальных 
центрифугах и готовят препарат из осадка. Окраску препарата проводят 
обычными методами окраски (по Нохту, Паппенгейму-Крючкову или 
Романовскому-Г имза).
У взрослых в норме клеточный состав ликвора обусловлен 
преимущественно лимфоцитами и моноцитами.
Клиническое значение.
При различной патологии, может изменятся как количественный, 
так и клеточный состав ликвора:
- лимфоциты в норме присутствуют в ликворе. Выраженный 
лимфоидный плеоцитоз наблюдается при вирусных менингитах, 
нейросифилисе, рассеянном склерозе, туберкулезном менингите.
- нейтрофильный плеоцитоз характерен для бактериального 
менингита, абсцессах мозга.
эозинофилы в нормальном ликворе не встречаются. 
Эозинофилия наблюдается прицистоциркозе, эхинококкозе мозга. В 
небольших количествах (2-3%) появляются в ликворе при
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туберкулезном менингите, внутримозговых кровоизлияниях, при 
опухолях мозга, лекарственной интоксикации.
- базофилы в нормальном ликворе не встречаются. Базофилия 
ликвора обнаруживается в ликворе при тяжело протекающих 
иейроинфекциях, особенно у детей.
- моноциты в норме присутствуют в ликворе. Моноцитоз 
наблюдается при нейросифилисе, рассеянном склерозе, хронических 
вялотекущих воспалительных процессах в центральной нервной 
системе.
6 . Исследование транссудатов и экссудатов
Транссудаты -  жидкости невоспалительного характера. 
Экссудаты -  жидкости, образующиеся при воспалительных процессах. 
Цвет
Принцип метода: в пробирку из бесцветного стекла, наливают 
воду и сравнивают цвет в обеих пробирках, располагая их на уровне 
глаз, на фоне листа белой бумаги.
Отличительные признаки транссудатов и экссудатов
Свойства Выпотная жидкость
транссудат экссудат
Цвет лимонно-желтый лимонно-желтый, зеленовато- 
желтый, бурый, желтый, 
кровянистый, молочно-белый
Характер серозный серозный, серозно-гнойный, 
гнойный, геморрагический
Мутность прозрачный или слегка 
мутный
разная степень помутнения
Относительная
плотность
менее 1,015 более 1,015
Свертываемость не свертывается свертывается
Проба Ривальта отрицательная положительная
Белок менее ЗОг/л более 30 г/л
Клеточный в основном лимфоциты, лейкоциты, макрофаги, мезотелий,
состав клетки мезотелия эритроциты
Клиническое значение.
Цвет выпотных жидкостей зависит от характера их 
происхождения. Серозные экссудаты и транссудаты светло-желтого 
цвета. Гнойные экссудаты — желтовато-зеленого цвета. Геморрагические 
экссудаты — бурого или красновато-бурого оттенка. Хилезные экссудаты 
— молочно-белого цвета. Холестериновые экссудаты — желтовато-бурого 
цвета с коричневым оттенком.
Прозрачность
43
Принцип метода: в пробирку из бесцветного стекла, наливают 
воду и сравнивают прозрачность в обеих пробирках, располагая их на 
уровне глаз, на черном фоне.
Клиническое значение.
Определяется характером выпота. Серозные экссудаты и 
транссудаты -  прозрачные. Геморрагические, гнойные, хилезные 
выпоты -  мутные.
Относительная плотность
Принцип метода определяют относительную плотность с 
помощью урометра.
Клиническое значение. Относительная полотность выпотных 
жидкостей колеблется в пределах 1,002-1,025. Экссудаты имеют 
большую относительную плотность, чем транссудаты. Минимальный 
удельный вес транссудатов характерен для нефрозов.
Проба Ривальта
Принцип метода: транссудаты не содержат серомуцин (белок, 
относящийся к глобулинам), который с раствором уксусной кислоты 
образует помутнение.
Ход определения.
В цилиндр емкостью 200 мл, заполняют дистиллированной водой. 
Добавляют 2-3 капли ледяной уксусной кислоты и перемешивают. Затем 
из пипетки опускают в этот раствор 1-2 капли исследуемой жидкости и 
на темном фоне наблюдают за появлением помутнения в виде 
папиросного дыма, из-за коагуляции серомуцина присутствующего в 
экссудате. В транссудате помутнения не образуется.
Определение белка
Принцип метода: белок с сульфосалициловой кислотой образует 
помутнение, интенсивность которого пропорциональна количеству 
белка.
Реактивы: 1. 3% раствор сульфосалициловой кислоты; 2. 0,9% 
раствор хлорида натрия; 3. стандартный 1% раствор альбумина.
Ход определения
В пробирку вносят 1,25 мл разведенной в 10 раз выпотной 
жидкости и 3,75 мл 3% сульфосалициловой кислоты. Перемешивают и 
через 5 мин фотометрируют при длине волны 590-650 нм против 
контроля. Контроль -  1,25 мл выпотной жидкости и 3,75 мл 0,9 % 
раствора хлорида натрия. Расчет проводят по калибровочному графику
Клиническое значение.
Содержание белка в экссудатах и транссудатах различно. В 
транссудатах -  менее 30 г/л, в экссудатах -  более 30 г/л.
Микроскопическое исследование нативных препаратов
Принцип метода: для микроскопии берется осадок, полученный 
при центрифугировании выпотной жидкости.
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Приготовление препарата: каплю осадка наносят на предметное 
стекло и накрывают покровным стеклом, микроскопируют, используя 
окуляр 7, объектив 40.
Клиническое значение.
Эритроциты: в небольшом количестве содержатся в выпотных 
жидкостях. В геморрагических экссудатах эритроциты обычно 
содержатся в большом количестве.
Лейкоциты: в транссудатах обычно до 10-15 в поле зрения, в 
экссудатах воспалительного характера в большом количестве.
Клетки мезотелия: в транссудатах и экссудатах в начальной 
стадии воспалительных процессов, при злокачественных опухолях, при 
туберкулезе.
Кристаллы холестерина -  бесцветные прозрачные пластинки с 
обломанными углами в виде ступенек. Обнаруживаются в старых 
осумкованных холестериновых экссудатах, чаще туберкулезной 
этиологии.
Опухолевые клетки: расположены в виде комплексов без четких 
границ, с выраженными признаками полиморфизма величины и формы.
Микроскопическое исследование окрашенных препаратов
Принцип метода: для микроскопии берется осадок, полученный 
при центрифугировании выпотной жидкости.
Приготовление препарата: каплю осадка наносят на предметное 
стекло. Препарат готовят как мазок крови, высушивают на воздухе. 
Фиксируют и окрашивают обычными гематологическими красителями. 
Клеточные элементы экссудатов окрашиваются быстрее, чем элементы 
крови, поэтому время окраски сокращают до 8-10 мин. В мазках ведут 
подсчет процентного соотношения отдельных видов лейкоцитов.
Клиническое значение.
Нейтрофшы преобладающие клетки при гнойных 
воспалительных процессах.
Лимфоциты наиболее часто в большом количестве встречаются в 
серозных экссудатах, в небольшом количестве в транссудатах
Эозинофилы наблюдаются при туберкулезе, опухолях, 
паразитарных заболеваниях, ревматических выпотах как проявление 
аллергического процесса.
Макрофаги обнаруживаются при кровоизлияниях в плевральную 
полость, опухолях, гнойных плевритах.
Клетки мезотелия: в транссудатах и экссудатах в начальной 
стадии воспалительных процессов, при злокачественных опухолях, при 
туберкулезе.
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Р а зд ел  3. Л а б о р а т о р н ы е  и ссл ед о ва н и я  п ер и ф ер и ч еск о й  крови .
Тема: Общий клинический анализ крови.
Общий клинический анализ крови включает: определение
концентрации гемоглобина, подсчет числа эритроцитов, вычисление 
цветового показателя, подсчет числа лейкоцитов, исследование 
лейкоцитарной формулы (процентного соотношения различных
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лейкоцитов) и определение скорости оседания эритроцитов (СОЭ) ( в мм 
за 1 час).
Материал для общего анализа - капиллярная, реже венозная кровь 
забирают натощак, до физической нагрузки, лечебных и диагностических 
процедур. В случае исследования получения крови в ругих условиях, в 
бланке анализа указывают время взятия крови.
1. ЦЕЛЬ ЗАНЯТИЯ.
1.1. Освоить теоретический материал по теме занятия.
1.2. Овладеть методикой выполнения общего анализа крови.
1.3. Дать аналитическую оценку результатам исследования 
периферической крови.
2. СОДЕРЖАНИЕ ЗАНЯТИЯ.
2.1. Тестовый контроль исходного уровня знаний.
2.2. Разбор теоретического материала по теме занятия.
2.3. Лабораторная работа: «Определение показателей общего 
анализа крови: концентрации гемоглобина, количества эритроцитов, 
лейкоцитов, СОЭ, расчет цветового показателя».
3. ВОПРОСЫ ПО ТЕМЕ ЗАНЯТИЯ.
3.1. Правила подготовки пациента, забор, хранение и обработка 
материала для общего клинического анализа крови
3.2. Правила приготовления препарата и подсчета эритроцитов в 
камере Горяева. Нормальные значения и пределы физиологических 
колебаний уровня эритроцитов периферической крови.
3.3. Правила приготовления препарата и подсчета лейкоцитов в 
камере Горяева. Нормальное значение и пределы физиологических 
колебаний уровня лейкоцитов периферической крови.
3.4. Метод определения гемоглобина крови
гемоглобинцианидным методом. Нормальные значения и пределы 
физиологических колебаний.
3.5. Метод расчета цветового показателя. Диагностическое 
значение.
3.6. Определение скорости оседания эритроцитов (СОЭ) методом 
Панченкова. Нормальные значения и пределы физиологических 
колебаний. Диагностическое значение.
3.7. Определение количества эритроцитов, лейкоцитов, 
тромбоцитов с помощью автоматического счетчика клеток. Индексы 
эритроцитов.
4. ВОПРОСЫ ДЛЯ САМОСТОЯТЕЛЬНОГО ИЗУЧЕНИЯ.
4.1. Определение гематокрита.
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4.2. Определение ретикулоцитов.
4.3. Определение сидеробластов и сидероцитов.
5. ЛАБОРАТОРНАЯ РАБОТА.
5.1 .Определение концентрации гемоглобина 
гемиглобинцианидным методом.
Техника взятия крови.
Кровь берут из IV пальца левой руки. Перед уколом палец 
дезинфицируют и обезжиривают, протирая его ватой, смоченной 
спиртом. Прокол производят одноразовым стерильным скарификатором. 
Укол обычно производится в верхушку мякоти первой фаланги на 
глубину 2,5 - 3 мм. Полученную после укола первую каплю снимают 
тампоном с антисептиком. Кровь из ранки должна вытекать свободно, 
т.к. примесь тканевой жидкости при сильном надавливании на палец 
может привести к искажению результатов анализа. Кровь для 
исследования берут в определенном порядке: сначала для определения 
СОЭ, потом - гемоглобина, затем - для подсчета лейкоцитов и 
эритроцитов; в последнюю очередь делают мазки. После взятия крови, 
мякоть пальца оборачивается смоченной спиртом ватой и прижимается к 
ладони для того, чтобы остановить кровотечение.
Принцип метода: Гемоглобин - дыхательный пигмент эритроцитов, 
относящийся к хромопротеидам. Состоит из белка глобина и гема - 
соединения протопорфирина с железом. Определение концентрации 
гемоглобина крови основано на изменении окраски при присоединении к 
гему различных химических групп. Гемоглобин при взаимодействии с 
железосинеродистым калием (красная кровяная соль) окисляется в 
метгемоглобин (гемиглобин), образующий с ацетонциангидрином 
окрашенный цианметгемоглобин (гемиглобинцианид), интенсивность 
окраски которого пропорциональна содержанию гемоглобина.
Реактивы:
Трансформирующий раствор: ацетонциангидрин — 0,5 мл; калий 
железосинеродистый (красная кровяная соль) — 200 мг; натрий 
двууглекислый (бикарбонат натрия) — 1 г; дистиллированная вода — до
1,0 л. Стабилен при хранении в посуде из темного стекла при комнатной 
температуре в течение нескольких месяцев. При появлении осадка или 
обесцвечивании раствор не пригоден для употребления.
Калибровочный раствор гемиглобинцианида. В качестве 
калибровочного раствора могут применяться стандартные растворы 
гемиглобинцианида или сухие навески гемоглобина. В последнем случае 
калибровочный раствор готовят по инструкции.
В настоящее время клинико-диагностические лаборатории для 
определения концентрации гемоглобина пользуются готовыми наборами
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peai ентов, выпускаемыми рядом фирм. Наборы имеют соответствующие 
инструкции для работы.
Ход исследования.
Опытная проба: 0,02 мл крови (капилляр Сали) приливают к 5.0 
мл трансформирующего раствора (разведение в 251 раз), хорошо 
перемешивают, оставляют при комнатной температуре стоять 10 мин, 
после чего измеряют на фотоэлектроколориметре при длине волны 
500 560 нм (зеленый светофильтр) в кювете с толщиной слоя 1 см 
против холостой пробы. Холостая проба — трансформирующий раствор 
или вода. Стандартный раствор измеряют при тех же условиях, что и 
опытную пробу.
Расчет содержания гемоглобина производят по калибровочному 
графику, построенному по стандартному раствору гемиглобинцианида 
или по формуле:
Н е в г /л  = Ед„_____________
х с х К  X 0,01
где Е0„ экстинкция опытной пробы; Ест — экстинкция стандартного
раствора; С — концентрация гемиглобинцианида в стандартном растворе; К __
коэффициент разведения крови: 0,01 — коэффициент пересчета мг % в г/л.
Построение калибровочного графика. Из стандартного раствора 
готовят разведения, как указано в таблице.
Измеряют против холостой пробы. Измерение можно проводить 
на спектрофотометре при длине волны 540 нм.
С т ан дар т н ы й  
р аст в о р , мл
Т р а н с ф о р м и р у ю щ и й  р а сгв о р , мл К он ц ен т р ац и я  ге м о г л о б и н а , г/л
— 6 « х о л о с т а я »  п р о б а
2 4 5 0
4 2 1 00  1
6 1 50
Клиническое значение.
Нормальное содержание гемоглобина у мужчин составляет в 
среднем 140-160 г/л, у женщин - 120-140 г/л. Снижение концентрации 
гемоглобина менее 120 г/л наблюдается при анемиях, различной 
этиологии и при гемодилюции (увеличение объема плазмы крови). 
Повышение содержания гемоглобина в периферической крови 
наблюдается при истинной полицитемии и вторичных эритроцитозах и 
обычно, кроме повышения Нв, сопровождается увеличением количества 
эритроцитов, а также лейкоцитозом и тромбоцитозом.
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5.2. Подсчет количества эритроцитов периферической крови.
Принцип метода: Подсчет количества форменных элементов 
крови производят с помощью счетной камеры Горяева и автоматических 
анализаторов клеток крови.
Камера Горяева — толстое, прямоугольное прозрачное стекло, 
прорезанное 4-мя поперечными бороздами. Борозды делят стекло на 
пластинки — 2 боковые и 1 среднюю. Средняя пластинка пересечена 
поперечной канавкой (бороздкой) на 2 равные части. Средняя пластинка 
на 0,1 мм ниже боковых. На каждой половине средней пластинки нане­
сена сетка Горяева. Перед работой притирается покровное
шлифованное стекло. Оно должно прикрыть обе боковые и средние 
пластинки. Появление радужных колец Ньютона свидетельствует о том, 
что покровное стекло притерто правильно. Между средней пластинкой и 
покровным стеклом имеется щель. Это и есть камера, в которую 
заливают разведенную кровь. Глубина камеры 0,1 мм. Сетка Горяева 
квадратная. Сторона сетки 3 мм, площадь 9 мм2. Сетка, разделена на 225 
больших квадратов (15 — по горизонтали, 15 — по вертикали). Часть 
больших квадратов (через два на третий) разделена на 16 малых. 
Сторона малого квадрата равна 1/20 мм. Площадь малого квадрата 1/20 х 
1/20 = 1/400 мм2. Высота камеры 1/10 мм. Объем крови над малым 
квадратом 1/400 х 1/10 = 1/4000 мкл (или мм3).Подсчет в камере 
производят под малым увеличением (объектив 8, окуляр 10 или 15, 
конденсор опущен, диафрагма прикрыта).
Камеру устанавливают на предметный столик микроскопа. Под 
малым увеличением находят изображение камеры, устанавливают в поле 
зрения верхний левый угол сетки. Передвигая стекло левой рукой, 
последовательно изучают отдельные малые и большие квадраты всей 
сетки камеры.
Подготовка камеры Горяева к работе. Камеру и шлифованное 
покровное стекло моют водопроводной водой, насухо вытирают. На 
участок камеры с нанесенными сетками укладывают шлифованное 
покровное стекло, осторожно, нажимая большими пальцами на края 
покровного стекла, его притирают к боковым пластинкам камеры до 
появления радужных колец (кольца Ньютона). Каплю исследуемой 
жидкости помешают перед щелью, образующейся между покровным 
стеклом и счетной камерой. В силу закона капиллярности жидкость 
заполняет пространство под покровным стеклом над сеткой. При 
заполнении камеры надо стараться, чтобы исследуемая жидкость не 
растекалась в борозды камеры и чтобы в камеру не попали пузырьки 
воздуха. Все это может изменить правильное распределение элементов 
крови в камере. Равномерность заполнения и распределения форменных 
элементов крови по сетке камеры проверяют под микроскопом. После
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заполнения камеру оставляют стоять на 1—2 мин, чтобы элементы 
крови осели на дно и движение их прекратилось.
Определение количества эритроцитов в камере Горяева
Принцип метода основан на подсчете эритроцитов в строго 
определенном объеме камеры при постоянном разведении крови.
Реактивы: 0,9% раствор хлорида натрия
Ход определения.
В сухую чистую пробирку отмеривают 4 мл 0,9% раствор хлорида 
натрия. Пипеткой набирают 0,02 мл крови из пальца, вытирают кончик 
пипетки фильтровальной бумагой или марлей, выдувают кровь на дно 
пробирки с разводящей жидкостью (разведение крови в 200 раз). 
Пипетку тщательно промывают в верхнем слое жидкости. Содержимое 
пробирки перемешивают и оставляют стоять до момента счета. Подсчет 
эритроцитов следует провести не позднее 2—3 ч после забора крови. 
Исключение составляют больные гемолитической и мегалобластной 
анемиями, у которых эритроциты отличаются хрупкостью и быстро 
разрушаются, в этом случае эритроциты нужно считать сразу после 
взятия крови. Нельзя оставлять подсчет эритроцитов на следующий 
день, так как при хранении эритроциты разрушаются. Готовят камеру 
Горяева. Шлифованное стекло притирают до появления радужных 
колец, наличие которых свидетельствует о соблюдении необходимой 
высоты и объема камеры. Правильное заполнение счетной камеры раз­
веденной кровью обеспечивает точность подсчета форменных 
элементов. Перед заполнением камеры содержимое пробирки 
перемешивают несколько раз, вращая пробирку между ладонями. Затем 
концом круглой стеклянной палочки или пастеровской пипеткой наносят 
каплю разведенной крови на среднюю пластинку камеры у края 
покровного стекла. Проверяют равномерность растекания капли, 
отсутствие пузырьков воздуха. После заполнения камеру нужно 
положить на стол на 1—2 мин, пока движение жидкости в ней не 
прекратится и эритроциты не осядут.
Подсчитывают эритроциты при малом увеличении микроскопа — 
объектив 8, окуляр 10 или 15 в затемненном поле зрения (с прикрытой 
диафрагмой или при опущенном конденсоре) в 5 больших расчерченных 
квадратах, расположенных по диагонали. Каждый такой квадрат 
разделен на 16 малых квадратов, т. е. эритроциты считают в 80 
маленьких квадратах. При этом, чтобы не допустить ошибки в подсчете 
и не посчитать дважды одни и те же эритроциты, в счет включают 
эритроциты, лежащие внутри квадрата и на 2-х определенных его 
сторонах (например на левой и нижней линиях).
Расчет количества эритроцитов в 1 мкл крови проводят по 
формуле:
X  =  а * 4000 х 200
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где X  — количество эритроцитов в 1 мкл крови; а — сумма сосчитанных 
эритроцитов в 80 малых квадратах; 4000 — множитель, приводящий результат к 
объему в 1 мкл крови, так как объем малого квадрата равен 1/4000 мкл; 200 — 
разведение крови.
После проведения арифметического действия формула упро­
щается: X х 10 000
Поэтому число эритроцитов в 1 мкл крови равно количеству 
эритроцитов, сосчитанных в 80 малых квадратах (5 больших), 
умноженному на 10 000. Например, в 5 больших квадратах 
камерыГоряева подсчитано 390 эритроцитов. В 1 мкл крови количество 
эритроцитов составило 390 х 10000 = 3900000. Чтобы выразить 
содержание эритроцитов в 1 л крови, нужно количество эритроцитов в 
миллионах умножить на 10п , т. е. 3 900 000 эритроцитов в 1 мкл крови 
= 3,9 х 10'2/л.
Возможные источники ошибок.
1. Неточность взятия крови в пипетку.
2. Образование сгустка, который, поглощая часть клеток, при­
водит к заниженным результатам исследования.
3. Неравномерное заполнение камеры, образование пузырьков 
воздуха.
4. Неправильное притирание шлифованного покровного стекла 
(отсутствие радужных колец), что приводит к изменению высоты 
камеры. Имеет значение толщина покровного стекла, она должна быть 
не меньше 0,3 мм.
5. Подсчет эритроцитов сразу после заполнения камеры, не 
выжидая 1 мин. При этом эритроциты не успевают осесть на дно, 
количество их при счете оказывается заниженным.
6. Подсчет меньшего, чем требуется по методике, количества 
квадратов.
7. Недоброкачественность разводящей жидкости для 
эритроцитов.
8. Плохо вымытые камера, пробирка, пипетка, капилляр для 
взятия крови, недостаточно просушенные пипетки, пробирка.
Нормальное количество эритроцитов в 1 л крови у мужчин 4,0— 
5,5 х 1012/л; женщин 3,7- 4,7 х 10,2/л.
Клиническое значение.
Увеличение количества эритроцитов выше нормы называют 
эритроцитозом, снижение — эритроцитопенией. Снижение количества 
эритроцитов наблюдается при анемиях различной этиологии, 
увеличении объема плазмы. Повышение количества эритроцитов 
возникает при симптоматических эритроцитозах, эритремии,
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наследственных эритроцитозах, уменьшении объема плазмы. На уровень 
эритроцитов влияют возраст, пол, физическая нагрузка, эмоциональное 
состояние.
5.3. Определение цветового показателя.
Цветовой показатель (ЦП) отражает относительное содержание 
гемоглобина в эритроцитах. Этот индекс вычисляют по формуле:
ЦП = _______________________ Не в г/л х  0.3___________________
две первые цифры числа эритроцитов в миллионах
Нормальная величина цветового показателя в норме колеблется 
от 0,85 до 1,05.
Клиническое значение.
ЦП имеет значение для определения типа анемии. ЦП менее 0,8 - 
гипохромная анемия (железодефицитная, сидероблатсная), 0,9- 
1,05нормохромная анемия (гемолитическая, апластическая острая 
постгеморрагическая), более 1,1 - гиперхромная анемия
(мегалобластная).
5.4. Определение количества лейкоцитов.
Принцип метода: основан на подсчете лейкоцитов в 1 мкл крови 
при постоянном ее разведении и определенном объеме счетной камеры.
Реактивы:
Раствор уксусной кислоты (30—50 г/л), подкрашенный водным 
раствором метиленового синего (10 г/л) или раствором генцианвиолета 
(10 г/л).
Ход исследования.
В пробирку наливают 0,4 мл раствора уксусной кислоты. 
Пипеткой на 0,02 мл точно набирают кровь, осторожно выдувают ее в 
разводящую жидкость и ополаскивают ею пипетку. Смесь хорошо 
перемешивают. Разведение крови 1:20.Чистое и сухое покровное стекло 
притирают к камере Горяева так, чтобы появились радужные кольца. 
Перед заполнением камеры Горяева пробирку с разведенной кровью 
тщательно встряхивают. Концом круглой стеклянной палочки отбирают 
разведенную кровь и наносят на край шлифованного стекла камеры. 
После заполнения камеры ее оставляют на 1 мин в покое для оседания 
лейкоцитов. Затем подсчитывают лейкоциты при малом увеличении 
микроскопа (объектив 8, окуляр 10 или 15) при затемненном поле зрения 
(при опущенном конденсоре или суженной диафрагме). Лейкоциты 
считают в 100 неразграфленных больших квадратах, что соответствует 
1600 малым (100 х 16).
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Результаты подсчета лейкоцитов в больших квадратах 
суммируют и производят вычисление их количества в 1мкл крови по 
формуле:
Х  = а  * 4000  х 20 
1600
где X  — количество лейкоцитов в 1мкл; а - количество ферменных 
элементов, с о сч и т а н н ы х  н а  100 больших квадратах; 1600 — количество малых 
квадратов; 20 -  разведение крови; 4000 — множитель, приводящий результат к 
объему 1мкл крови, исходя из объема малого квадрата (1\4000мкл).
После проведения арифметических действий формула 
упрощается: т.е для определения количества лейкоцитов в 1 мкл 
подсчитанное количество лейкоцитов в 100 больших квадратах (1600 
малых) умножают на 50 или полученную при подсчете сумму 
лейкоцитов делят пополам и прибавляют два нуля. Для перевода в 
единицы СИ (в 1л крови) полученную цифру еще умножают на 106
Нормальное количество лейкоцитов у взрослых колеблется от 4,0 
х 109/л до 9,0 х 109/л.
Клиническое значение.
Трактовать изменения количества лейкоцитов следует с учетом 
индивидуальной нормы. Увеличение количества лейкоцитов называют 
лейкоцитозом, снижение — лейкоцитопенией. Лейкоцитозы 
наблюдаются при инфекционно-воспалительных процессах, 
интонациях, лейкозах. Лейкопении -  при угнетении кроветворения, 
вирусных инфекциях. На уровеь лейкоцитов оказывают влияние 
физическая нагрузка, эмоциональное состояние, прием большого 
количества пищи и др. В большинстве случаев лейкоцитозы и 
лейкопении связаны с увеличением или уменьшением количества 
нейтрофилов.
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Тема: Костно-мозговое кроветворение.
Морфология клеток крови.
Кроветворение (гемопоэз) - многостадийный процесс 
дифференцировки клеточных элементов, в результате которого 
образуются эритроциты, лейкоциты, тромбоциты, составляющие в 
норме около 40% объема крови. Образование и дифференцировка этих 
клеток осуществляется в кроветворных органах: костном мозге, тимусе, 
селезенке и лимфатических узлах, представляющих единую 
кроветворную систему. Развитие кроветворения происходит со сменой 
преимущественной локализации его в различные периоды жизни 
человека, а каждый из кроветворных органов играет особую роль в 
размножении и созревании гемопоэтических клеток.
Миелопоэз протекает в красном костном мозге всех костей скелета 
у детей до 3-4 лет и плоских костей и эпифизах трубчатых костей у 
взрослых. Костный мозг расположен между пластинками и в ячейках 
трубчатых костей, которые влияют на процесс кроветворения. КМ 
состоит из стромы и паренхимы.
Строма представляет собой кооперацию клеток, в которую 
входят: соединительно-тканные клетки (фиброциты и фибробласты), 
макрофаги, клетки жировой ткани, эндотелиальные клетки сосудов, 
остеоциты. Соединительно-тканные клетки КМ образуют коллагеновые 
и эластиновые волокна, которые, соединяясь, формируют трехмерную 
сеть. В петлях этой сети располагается костно-мозговая паренхима. 
Стромальные клетки вырабатывают биологически активные вещества - 
цитокины, которые необходимы для нормального кроветворения и 
являются средой обитания клеток КМ. Строма КМ представляет собой 
дифференцировочное клеточное микроокружение, «дом» для клеток 
крови. Этот эффект «дома» наблюдается при пересадке КМ, когда 
введенные в вену кроветворные клетки донора осаждаются и делятся 
только в КМ.
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Паренхима КМ состоит из клеток-предшественниц гемопоэза, 
дифференцированных делящихся и созревающих клеток эритроидного, 
гранулоцитарного, моноцитарного, тромбоцитарного и частично 
лимфоцитарного рядов. Клетки-предшественницы гемопоэза 
морфологичеси не различимы и очень похожи на лимфоциты.
Сосудистая сеть КМ - это замкнутая система, т.к. 
непосредственного соприкосновения паренхимы с циркулирующей 
кровью нет. КМ кровоснабжается через центральную артерию кости и 
артерии, проходящие через надкостницу. Концевые капилляры этих 
сосудистых систем соединяются и образуют густую сеть
костномозговых сосудистых синусов. Через эндотелиальную стенку 
синусов, в которой имеются миграционные поры, проходят только 
зрелые клетки крови, способные изменять форму и активно 
передвигаться. При повреждении стенок костно-мозговых синусов, 
метастазами опухолей, токсинами, лейкозными инфильтратами, в 
периферическую кровь попадают и незрелые клетки.
Кроме кроветворной КМ выполняет и другие функции: депо 
форменных элементов крови, является центральным органом иммунной 
системы, участвует в обмене веществ.
Клетки всех ростков кроветворной системы, образуются из 
единой клетки-предшественницы -  полипотентной стволовой клетки. 
Стволовая клетка способна давать потомство клеток, способных 
дифференцироваться в эритроциты, гранулоциты, лимфоциты, 
моноциты, тромбоциты.
Стволовые клетки крови образуются в желточном мешке, на 
третей неделе внутриутробного развития, и расходуются потом в 
течение всей жизни. Большинство стволовых клеток находится в 
состоянии покоя. Стволовые клетки рециркулируют по системе крови, 
обеспечивая единство кроветворения, поэтому пунктаты, взятые из 
различных мест практически одинаковы. Количество стволовых клеток в 
КМ не велико около 1 на 100000 клеток, еще меньше их в 
периферической крови. Морфологически, стволовые клетки, не 
отличимы от лимфоцитов.
В зависимости от степени дифференцировки и способности к 
делению различают 6 классов клеток.
1 -  класс -  стволовые полипотентные клетки;
2 -  класс -  частично дифференцированные полипотентные 
клетки, которые могут специализироваться в нескольких направлениях. 
Они формируются под влиянием микроокружения органов 
кроветворения, цитокинов или случайной перестройки генов. К этой 
группе клеток относятся: клетка-предшественница миелопоэза (может 
образовывать колонии клеток всех ростков кроветворения), клетка-
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предшественница гранулоцитарно-макрофагадьной колонии, клетка- 
предшественница гранулоцитарно-эритроцитарной колонии и т.д.
3 — класс -  монопотентные (унипотенгные) клегки- 
предшественницы, которые могут дифференцироваться только в одном 
направлении: нейтрофилопоэз, моноцитопоэз и т.д.
Клетки-предшественницы 1, 2, и 3 классов морфологически не 
распознаваемы и неотличимы от лимфоидных клеток (неделящиеся, 
резервные клетки) или бластных клеток, их можно различить только с 
помощью дифференцировочных маркеров.
4 -  класс -  властные клетки -  родоначальницы рядов: 
миелоблаты, монобласты, эритробласты, мегакариобласты, 
лимфобласты. Все бластные клетки похожи друг на друга, кроме 
эритро- и мегакариобластов. Дифференцируют их при помощи 
цитохимических методов, иммунофенотипирования. Эти клетки относят 
к морфологически распознаваемым клеткам-предшественницам.
5 — класс созревающие клетки. Включает делящиеся и 
утратившие эту способность клетки (созревающие) эритроидного, 
гранулоцитарного, моноцитарного, тромбоцитарного и лимфоцитарного 
ростков.
6 — класс — зрелые клетки. Включает эритроциты, 
сегментоядерные нейтрофилы, эозинофилы, базофилы, тромбоциты, Т- и 
В-лимфоциты, зрелые плазматические клетки.
Моноциты периферической крови не являются окончательно 
зрелыми клетками, их дальнейшее созревание происходит в различных 
органах и тканях, где они превращаются в тканевые макрофаги.
Лимфоциты периферической крови не однородны по 
морфологическим и функциональным свойствам. Для дифференцнровки 
1- и В-лимфоцитов необходимы специальные иммунологические 
методы. Морфологически зрелые лимфоидные клетки могут 
трансформироваться в бластные клетки и пролиферировать, образуя 
новые клоны клеток. На этой особенности лимфоидных клеток основано 
формирование специфического иммунного ответа - одно из основных 
свойств иммунной системы.
Эритропоэз.
1) Эритробласт. Это морфологически различимая клетка 
эритроцитарного ряда. Происходит от эритропоэтинчуствительной 
клетки-предшественницы миелопоэза. Клетка большая, круглая 
размером от 20 до 25 мкм. Ядро большое округлое, расположено в 
центре. Хроматин нежный мелкоточечный, мелкозернистый, красно­
фиолетового цвета, содержит до 5 ядрышек. Цитоплазма интенсивно 
синего цвета с зоной просветления вокруг ядра, зернистости не 
содержит. Эритробласт еще не содержит гемоглобина.
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2) Пронормобласт -  отличается от эритробяаста меньшими 
размерами. Форма клетки круглая или слегка овальная, хроматин ядра 
чуть губе, нет ядрышек. Цитоплазма насыщенно базофильная. Клетка 
труднодифференцируемая и при подсчете пунктата КМ, ее отност в одну 
группу с эритробластами.
3) Норм облает - по степени насыщения гемоглобином 
дифференцируется на базофильный, полихроматофильный и 
оксифильный.
Базофильный нормобласт -  в диаметре 10-12 мкм, ядро крупное. 
Хроматин глыбчатый, с чередующимися темными и светлыми участками 
с колесовидным рисунком. Цитоплазма базофильная в виде небольшого 
ободка, может иметь выступы. Имеется перинуклеарная зона 
просветления, которая может иметь розоватый оттенок из-за 
появляющегося там гемоглобина
Полихроматофильный нормобласт -  в диаметре 9-12 мкм. 
Ядерно-цитоплазматическое соотношение 1-М или в пользу цитоплазмы. 
Ядро располагается в центре или не много эксцентрично. Хроматин 
грубой колесовидной структуры. В цитоплазме начинает накапливаться 
гемоглобин, и она становится полихроматофильной (воспринимает и 
кислые и основные краски). Эозин окрашивает гемоглобин в розовые 
тона, а базофильная субстанция цитоплазмы, окрашивается азуром в 
голубые. В результате появляется серовато-голубая или серо-сиреневая 
окраска цитоплазмы. Это последняя клетка в ряду, которая способна 
делиться. Причиной выхода из деления является накопление 
гемоглобина в цитоплазме.
Оксифилытй нормобласт -  диаметр клетки такой же как у 
эритроцита или немного больше. Ядерно-цитоплазматическое 
соотношение - в пользу цитоплазмы. Ядро плотное, пикнотичное (т.е. 
утрачивает рисунок хроматина), часто располагается эксцентрично, как 
бы готовясь покинуть клетку путем выталкивания. Это последняя 
ядросодержащая клетка красного ряда. Накопление гемоглобина 
заканчивается, цитоплазма -  розовая, как у эритроцитов в мазке.
4) Ретикулоцит. Является промежуточной кратковременной 
формой между оксифильным нормобластом и эритроцитом 
(нормоцитом). При специальных прижизненных методах окраски в 
ретикулоцитах обнаруживается базофильный компонент (агрегаты 
митохондрий рибосом и других органелл). Регикулоциты воспринимают 
окраску, только пока они живы, в высохшем и зафиксированном мазке 
их выявить не возможно.
При обычных методах окраски ретикулоциты имеют вид 
полихроматофилов -  эритроцитов окрашивающихся в серовато­
сиреневый цвет. Это связано с тем, что ретикулоцит содержит
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гемоглобин и базофильную субстанцию кислой реакции и поэтому 
воспринимает и кислую и основную краски.
5)Эритроцит. Образуется по выходе из костного мозга из 
ретикулоцита в течение нескольких часов. Это единственные 
безъядерные клетки крови, что обусловлено их главной функцией - 
переносом кислорода к тканям благодаря содержащемуся в 
эритроцитахгемоглобину. Для максимального насыщения эритроцитов 
гемоглобином происходит даже потеря ими ядер.
Эритроцит имеет вид круглого диска двояковогнутой формы 
средним диаметром 7,2 - 7,5 мкм, объем эритроцита - 86-90 мкм3. 
Окрашивается эритроцит в розовато-красный цвет и имеет легкое 
просветление в центре.
1. ЦЕЛЬ ЗАНЯТИЯ.
1.1. Освоить теоретический материал по теме занятия.
1.2. Овладеть методикой микроскопического исследования мазка 
периферической крови и подсчета лейкоцитарной формулы.
1.3 .Дать аналитическую оценку методам исследования 
морфологии клеток периферической крови.
2. СОДЕРЖАНИЕ ЗАНЯТИЯ.
2.1. Тестовый контроль исходного уровня знаний.
2.2. Разбор теоретического материала по теме занятия.
2.3 Лабораторная работа: «Микроскопическое исследование
клеток периферической крови. Подсчет лейкоцитарной формулы».
3. ВОПРОСЫ ПО ТЕМЕ ЗАНЯТИЯ.
3.1. Современное представление о костно-мозговом 
кроветворении.
3.2.Эритропоэз. Морфология и функции эритроцитов.
3.3. Гранулоцитопоэз. Морфология и функции нейтрофилив, 
эозинофилов, базофилов.
3.4. Моноцитопозз. Морфология и функции моноцитов
3.5. Лимфоцитопоэз. Морфология и функции лимфоцитов.
3.6. Тромбоцитопоэз. Морфология и функции тромбоцитов.
3.7. Процентное содержание лейкоцитов в периферической крови. 
Диагностическое значение лейкоцитарной формулы.
4. ВОПРОСЫ ДЛЯ САМОСТОЯТЕЛЬНОГО ИЗУЧЕНИЯ.
4.1. Клеточный состав миелограммы в норме.
4.2. Диагностическое значение индексов созревания клеток крови, 
соотношения «лейко-эритро».
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5. ЛАБОРАТОРНАЯ РАБОТА.
5.1. Микроскопическое исследование клеток периферической
крови.
Принцип метода: исследуют окрашенные мазки периферической 
крови. Необходимым условием для правильного учета морфологических 
особенностей кровяных клеток является правильно сделанный и хорошо 
окрашенный мазок крови.
Техника приготовления мазков. Мазок крови готовится шли­
фованным стеклом с идеально ровным краем, ширина которого должна 
быть приблизительно на 2—3 мм уже предметного стекла. К куполу 
свежевыпущенной из прокола капли крови прикасаются предметным 
стеклом на расстоянии 1,5—2 см от его края, не касаясь кожи в месте 
укола. Капля крови на предметном стекле должна иметь диаметр 2—3 
мм.
Шлифованное стекло ставят на предметное под углом 45° на 1—2 
мм перед каплей, затем сдвигают назад так, чтобы оно коснулось крови 
и капля растеклась по краю шлифованного стекла. Затем быстрым 
легким движением справа налево делают мазок. Вся капля на 
предметном стекле должна быть исчерпана. При этом условии мазок 
заканчивается неровно — «щеткой».
Правильно сделанный мазок должен занимать примерно 3/4 
предметного стекла, иметь начало, хорошо выраженные края, быть 
тонким и равномерным. Тонкий мазок желтоватого цвета, полупро­
зрачен, форменные элементы в нем располагаются в один слой. Толстый 
мазок не пригоден для исследования, так как клетки в нем 
располагаются в несколько слоев и деформируются. Высохший на 
воздухе мазок подписывают простым (не химическом) карандашом или 
углом предметного стекла ближе к началу мазка (более толстая, не 
используемая для исследования часть), указывая фамилию и инициалы 
пациента или его регистрационный номер, дату. Для анализа делают не 
менее двух мазков.
Фиксация мазков предохраняет форменные элементы крови от 
воздействия содержащейся в красках воды, под влиянием которой в 
нефиксированных препаратах происходит гемолиз эритроцитов и 
изменяется морфология лейкоцитов. Фиксатор также вызывает 
коагуляцию белков и закрепляет мазок на стекле. Наилучшими 
фиксаторами являются метиловый спирт (химически чистый, время 
фиксации 3—5 мин) или раствор эозинметиленового синего по Май — 
Грюнвальду. При отсутствии указанных фиксаторов используют 
этиловый спирт 96° (время фиксации 30 мин), денатурированный спирт 
(30 мин), хлороформ (несколько секунд), формалин (1 мин), ацетон (5 
мин), смесь Никифорова (20 мин).
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Сухие мазки опускают в широкогорлую банку с фиксатором на 
неооходимое для фиксации время. Затем извлекают пинцетом и 
высушивают на воздухе. При этом необходимо следить, чтобы 
поверхности стекол с мазками не соприкасались друг с другом. 
Фиксацию мазков можно проводить и в специальных контейнерах, 
опуская их в кювету с фиксатором.
Окраска мазков.
Для окраски используется смесь двух красителей — кислого
(эозин калия) и основного (метиленовый синий и его производные__
азур-[ и азур-П).
Основу методов окраски клеток крови заложил Д. Л. Романовский 
в 1891 г., предложив окрашивать препараты одновременно двумя 
красителями, один из которых имеет щелочную реакцию (метиленовый 
синий), другой — кислую (эозин). В дальнейшем появились и 
применяются по настоящее время различные модификации окрашивания 
клеток (методы Романовского — Гимза, Нохта, Папенгейма, Райта), 
однако все они имеют единый принцип: использование щелочного и 
кислого красителей. Различные клеточные структуры имеют различную 
pH и связываются с красителем противоположной реакции: щелочные 
части клеток окрашиваются кислым эозином в розово-красный цвет, 
кислые щелочным азуром и (или) метиленовым синим в синий. Ядра 
клеток богаты нуклеиновыми кислотами, поэтому они окрашиваются в 
сине-фиолетовый цвет. Цитоплазма молодых клеток содержит 
рибонуклеиновую кислоту и воспринимает синюю или голубую окраску. 
Цитоплазма нейтрофилов, зернистость эозинофилов, эритроциты 
содержат щелочные белки и поэтому окрашиваются эозином в розовый 
цвет. Зернистость нейтрофилов имеет нейтральную реакцию, одно­
временно воспринимает кислую и щелочную части красителя. Следует 
помнить, что белки легко меняют свой заряд в зависимости от реакции 
среды, поэтому pH, при которой происходит окраска, имеет большое 
значение. Реакция воды, в которой растворяют краситель, должна быть 
нейтральной. Если вода кислая, нейтрализуется действие щелочного 
элемента красителя, препарат становится красным, если щелочная — 
препарат становится синим. Нельзя красить мазки в комнате, где воздух 
насыщен парами кислот. Вся посуда, употребляемая для приготовления 
красителей, должна быть химически чистой.
Лучше всего для разведения краски пользоваться фосфатным 
буфером, который обеспечивает нейтральность среды.
Реактивы:
Фосфатный буфер (смесь Вейзе), pH = 7.4—7,5:
- калий фосфорнокислый однозамещенный безводный (КН,Р04) __0 49
г;
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- натрий фосфорнокислый двузамешенный (ЫагНРО* 2НгО) — 1,14 или 
безводный — 0,909 г;
- нейтральная дистиллированная вода — до объема 1 л.
Окраска по Романовскому — Гимзе
В состав краски входят: азур-П (смесь равных количеств азура-I и 
метиленового синего) и эозин. Краску выпускают готовую во флаконах 
из темного стекла с указанием на этикетке даты выпуска и серии, а 
также в порошке. Для приготовления основного раствора навеску сухой 
краски 3,8 г растворяют в 250 мл метилового (лучше) или этилового 96° 
спирта. Раствор оставляют на 3—5 сут, часто взбалтывая для лучшего 
растворения краски. Затем приливают 250 мл химически чистого 
глицерина и вновь оставляют на 3—5 дней, часто помешивая. 
Приготовленный таким образом основной раствор краски хорошо 
сохраняется длительное время в темных бутылях в шкафу, где нет ни 
кислот, ни щелочей. Основной раствор краски Романовского — Гимзы 
концентрирован, нуждается в разведении перед использованием. Перед 
употреблением готовый или приготовленный основной раствор 
красителя проверяют на активность. В трех цилиндрах готовят 
различные разведения краски из расчета 1 капля концентрированного 
красителя на 1 мл нейтральной дистиллированной воды, 2 капли на 1 мл, 
3 капли на 1 мл. Каждым из растворов окрашивают 5—6 
зафиксированных мазков крови в течение различного времени: 20, 25, 
30, 35 и 40 мин. На каждом мазке отмечают время, в течение которого 
он будет окрашен. Затем краску с мазков смывают нейтральной 
дистиллированной водой. Мазки высушивают, микроскопируют и 
определяют разведение краски и время, при которых получена 
наилучшая окраска. Разведение принимается за титр данной серии 
краски, а время окраски — за постоянную экспозицию. Эги данные 
указывают на этикетке бутыли. Например, 3 капли красителя на 1 мл 
дистиллированной воды, экспозиция — 25 мин. Для окраски мазков 
крови всегда используют свежеприготовленный рабочий раствор краски. 
Для разведения краски лучше всего пользоваться фосфатным буфером.
Фиксированные сухие мазки помещают в контейнер, который 
опускают в кювету с рабочим раствором красителя и выдерживают в 
нем строго определенное время, подобранное для каждой партии краски, 
— от 20 до 40 мин. Затем контейнер переносят в кювету с 
водопроводной водой, после чего мазки ставят вертикально в штатив для 
сушки. При отсутствии штатива-контейнера высушенные мазки красят 
на «рельсах», заливая мазок рабочим раствором красителя возможно 
более высоким слоем (3—4 мл на мазок).
«Рельсы» (или «мостик») монтируют из двух одинакового диа­
метра и длины стеклянных трубок или пипеток, которые соединяют 
между собой резиновой трубкой. Расстояние между параллельно
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расположенными трубками должно быть 5—6 см. «Рельсы» укладывают 
на эмалированный лоток или другую емкость. Краску со стекол смывают 
водопроводной водой, не снимая стекла с «рельсов» и высушивают на 
воздухе в вертикальном положении.
Окраска по Нохту
Реактивы
- 1 г азура-П в 1 л дистиллированной воды.
- 1 г водорастворимого желтого эозина в 1 л дистиллированной
воды.
Каждый из этих растворов хорошо перемешивают и оставляют 
созревать при ежедневном встряхивании на 10— 14 сут. Рабочий раствор 
краски готовят перед употреблением путем смешивания 26 мл основного 
раствора азура-11, 20 мл основного раствора эозина К и 55 мл буферного 
раствора.
Пропорции красителей могут несколько варьировать и должны 
быть установлены опытным путем при приготовлении свежей партии 
основных растворов красителей. Окраску производят в кюветах или на 
«рельсах» так же, как методом Романовского — Гимзы.
Окраска по Паппенгейму
Реактивы
Готовый фиксатор-краситель Май — Грюнвальда. При отсут­
ствии готового раствора раствор Май — Грюнвальда готовят рас­
творением 5 г сухого эозин-метиленового синего в 1 л химически 
чистого метилового спирта. Раствор готов к употреблению через 4 дня.
Свежеприготовленный раствор краски Романовского — Гимзы 
или рабочий раствор азур-эозина по Нохту.
Ход исследования:
Мазки не нуждаются в предварительной фиксации, так как 
краска Май — Грюнвальда, приготовленная на метиловом спирте, 
одновременно фиксирует и красит мазок. На нефиксированный мазок 
наносят 2 мл краски Май — Грюнвальда на 3 мин. Затем доливают 
столько же дистиллированной воды и оставляют еще на 1 мин. Краску 
сливают, смывают ее водой и на 15—20 мин заливают мазки краской 
Романовского — Гимзы или раствором азур-эозина по Нохту. Мазки 
промывают водопроводной водой и высушивают на воздухе.
Аналогичным методом можно окрашивать мазки в кюветах. 
Контейнер с мазками помещают в кювету с раствором Май — 
Грюнвальда на 3—5 мин, ополаскивают в кювете с дистиллированной 
водой и докрашивают в растворе красителя Романовского — Гимзы или 
Нохта 15—20 мин. Время окраски устанавливают опытным путем для 
каждой новой партии красителя.
Критерии правильности окраски мазка крови при использовании 
любого метода окрашивания: эозинофильные гранулы розово­
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оранжевого цвета, эритроциты светло-розовые, нейтрофильная 
зернистость мелкая фиолетовая.
В последние годы широко используется автоматическая окраска 
мазков крови и костного мозга с помощью специальных аппаратов. 
Автоматическое дозирование красителей и буферных растворов 
обеспечивает стандартную и равномерную окраску.
Лейкоцитарная формула (лейкограмма) — процентное соотно­
шение различных видов лейкоцитов. Подсчет лейкоцитарной формулы 
проводят с помощью иммерсионной системы микроскопа (объектив 90, 
окуляр 7). Для работы используется специальное иммерсионное масло, 
каплю которого наносят на препарат. Под визуальным контролем в нее 
опускают иммерсионный объектив, маркированный черной полосой. 
Опускают осторожно, чтобы не повредить фронтальную линзу 
объектива и препарат. Затем, глядя в окуляр, медленным движением 
макровинта поднимают тубус микроскопа до получения изображения. 
Четкости его добиваются с помощью микровинта.
Для регистрации клеток при подсчете лейкоцитарной формулы 
наиболее широко используется счетчик лабораторный СЛ-1. Это 
простейший арифмометр, снабженный 11 клавишами. Первые три 
клавиши (обозначены «1», «2», «3») используются как резервные для 
подсчета патологических клеточных элементов. Остальные восемь 
клавиш обозначены буквами и служат для подсчета соответствующих 
видов лейкоцитов, начиная с миелоцитов. При нажатии на клавишу в 
соответствующем смотровом окне появляется цифра, которая при 
последующих нажимах на эту клавишу суммируется. Одновременно 
можно нажимать только на одну клавишу. В крайнем смотровом окне 
справа суммируется общее количество всех подсчитанных клеток. При 
появлении цифры 100 или 200 раздается звонок, свидетельствующий об 
окончании счета. Записывают показания счетчика. Перед подсчетом 
следующей лейкоцитарной формулы счетчик приводят в нулевое 
состояние вращением ручки, имеющейся с правой стороны, против 
часовой стрелки. Начинается счет, когда во всех окнах стоят нули.
В последнее время для подсчета лейкоцитарных формул выпус­
кают более совершенные варианты счетчиков, работа с которыми 
проводится в соответствии с прилагаемыми к ним инструкциями.
Содержание различных видов лейкоцитов крови у здоровых взрослых людей. 
_______ Форма лейкоцитов | % |Количество клеток, х10Лл~|
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Базофилы 0 -1 0-0.065
Эозинофилы 1 - 5 0,020-0,300
Палочкоядерные нейтрофилы 1 - 6 0,040-0,300
Сегментоядерные нейтрофилы 47- 72 2,000-5,500
Моноциты 3 - 12 0,090-0.600
Лимфоциты 9 - 3 7 1,200-3,000
Подсчет лейкоцитов и оценка морфологии эритроцитов до­
пустимы только в тонкой части мазка, где эритроциты лежат одиночно, а 
не сложены в «монетные столбики». Лейкоциты располагаются в мазке 
неравномерно: более крупные клетки (моноциты, эозинофилы,
нейтрофилы) встречаются чаше но краю мазка, более мелкие лимфоциты 
— в середине. Поэтому подсчет лейкоцитарной формулы следует 
проводить как по краю, так и по середине мазка. Подсчет ведут по 
зигзагообразной линии («линии Меандра»): 3—5 полей зрения вдоль 
края мазка, затем 3—5 полей зрения под прямым углом к середине 
мазка, потом 3—5 полей зрения параллельно краю и вновь под углом 90° 
возвращаются к краю мазка. Такое движение продолжают до тех пор, 
пока не будет сосчитана половина клеток. Затем переходят на 
противоположную сторону мазка и считают вторую половину клеток. 
Если количество лейкоцитов у обследуемого лица в пределах нормы и 
при подсчете первых 100 лейкоцитов не обнаружено никаких 
отклонений ни в составе лейкоцитарной формулы, ни в морфологии 
эритроцитов, то ограничиваются подсчетом этого количества клеток. 
Если были выявлены какие-либо отклонения от нормы, необходим 
подсчет не менее 200 лейкоцитов. При лейкоцитозах всегда обязателен 
подсчет 200 лейкоцитов. При лейкопении подсчитывают 100 клеток по 
всему мазку, при необходимости используют два мазка крови.
Подсчитывают только целые, не разрушенные клетки. В нор­
мальной крови выявляются следующие формы лейкоцитов; нейтрофилы 
(палочкоядерные, сегментоядерные), эозинофилы, базофилы, моноциты, 
лимфоциты.
Эритроциты - безъядерные клетки, окрашивающиеся кислыми 
красителями в розовый цвет и имеющие форму уплощенного диска с 
вдавлением в центре, диаметром около 7,2-7,4 мкм.
Лейкоциты -  отличаются от эритроцитов большим диаметром, 
наличием ядра и характерным окрашиванием. В периферической крови 
различают следующие виды лейкоцитов: базофильные, эозинофильные, 
нейтрофильные гранулоциты (т.е. клетки в протоплазме которых 
имеется зернистость.), лимфоциты и моноциты.
Базофилы - клетки размером 12 - 14 микрон, с ядром
неопределенной формы. Протоплазма содержит многочисленные 
крупные зерна, окрашивающиеся в фиолетовый цвет. Содержание в 
периферии: 0-1% от всех лейкоцитов.
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Эозинофилы - клетки размером 12 -  15 микрон, имеют
сегментированное ядро в виде двух грушевидных звеньев, соединенных 
между собой тонким мостиком. Наиболее характерным признаком 
эозинофила является зернистость протоплазмы, она у него желто­
красного цвета. Количество эозинофилов в норме от 1 до 5%.
Нейтрофилы - круглые клетки, средний диаметр 9 - 1 2  микрон. 
Протоплазма слегка розоватая с мелкой зернистостью розово - 
фиолетового цвета. Ядро состоит из 2-х, 4-х и более сегментов, 
соединенных между собой тоненькими мостиками, окрашивается 
основными красителями в сине-фиолетовый цвет. Сегментоядерные 
нейтрофилы составляют от 48 до 68%. В менее зрелых клетках ядро 
вытянуто в виде палочки, это так называемые палочкоядерные 
нейтрофилы их в норме 2-6%. Еще реже, встречаются нейтрофилы с 
круглым ядром -  эго еще более молодые формы: юные, миелоциты, 
промиелоциты и бласты.
Лимфоциты - клетки размером 7 - 9  микрон. Лимфоциты бывают 
малые, средние и широкопротоплазменные. Ядро круглое или овальное, 
сине-фиолетового цвета, расположено эксцентрично и занимает почти 
всю цитоплазму клетки. Цитоплазма голубая, вокруг ядра остается 
бесцветный или более бледный ободок. В норме лимфоциты составляют 
19-37%.
Моноциты -  это самая большая клетка нормальной 
периферической крови. Диаметр ее 12-20 микрон. У нее крупное 
овальное ядро, почковидной или подковообразной формы. 
Окрашивается ядро моноцита светлее, чем у нейтрофила и лимфоцита, 
протоплазма серо-голубого цвета с мелкой азурофильной (розоватой) 
зернистостью. Моноциты составляют 3-11% всех лейкоцитов крови.
Тромбоциты - производные мегакариоцитарного ростка - 
образуются в результате отшнуровки цитоплазмы мегакариоцигов 
костного мозга. Они не являются истинными клетками: это круглые 
образования диаметром 2-3 мкм розово-фиолетового оттенка. 
Подсчитывают тромбоциты в мазках крови. Мазки красят по 
Романовскому-Гимза и подсчитывают количество тромбоцитов на 100- 
эритроцитов. Количество тромбоцитов в 1 мкл вычисляют, зная 
абсолютное число эритроцитов в 1 мкл крови. Норма: 180-320 * Ю9/л.
При обнаружении в мазке крови незрелых форм гранулоцитов, 
плазматических клеток, их следует включить в лейкоцитарную формулу. 
При подсчете лейкоцитарной формулы обращают внимание на наличие 
дегенеративных изменений в лейкоцитах, на них указывают в результате 
анализа.
К дегенеративным изменениям нейтрофилов относят: 
токсогенную зернистость, пельгеризацию и (или) гиперсегментацию
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ядер, пикноз ядер, вакуолизацию ядер и цитоплазмы и др. Описывают 
также дегенеративные изменения в других клетках.
Одновременно с подсчетом лейкоцитарной формулы оценивают 
морфологию эритроцитов, обращая внимание на размеры (наличие 
анизоцитоза), особенности формы (пойкилоцитоз), интенсивность окра­
ски (нормохромия, гипохромия, гиперхромия, полихроматофилия, 
анизохромия), наличие включений (базофильная пунктация, тельца 
Жолли, кольца Кебота).
Клиническое значение лейкоцитарной формулы.
Лейкоцитарная формула дает представление только об отно­
сительных величинах. Более точное представление о количестве той или 
иной группы лейкоцитов можно получить после определения 
абсолютного числа лейкоцитов в 1 л крови. Особенно ценны 
абсолютные значения лейкоцитов в случаях лейкопении или 
лейкоцитоза.
Зная общее количество лейкоцитов в 1 л крови и процентное 
содержание каждого вида лейкоцитов, можно вычислить абсолютное их 
число, т. е. определить, сколько клеток каждого вида содержится в 1 л 
крови. Например, число лейкоцитов в 1 л крови — 3,0 * 109, содержание 
лимфоцитов 50%.
Абсолютное количество лимфоцитов в 1 л крови составит:
3 х К? -100%
X  -50% X  = l . S xH f /л
Изменение количества разных видов лейкоцитов может быть 
относительным и абсолютным. Если увеличение или уменьшение 
процентного содержания какого-либо вида лейкоцитов не 
сопровождается увеличением или уменьшением их количества в 
единице объема крови, то это расценивается как относительное 
изменение. В приведенном примере имеет место только относительный 
лимфоцитоз, так как абсолютное количество лимфоцитов в пределах 
нормы.
Абсолютные изменения означают увеличение или уменьшение 
количества клеток в единице объема крови (в 1 л). Например, 
количество лимфоцитов составляет 4,5 х 109/л. Это абсолютный 
лимфоцитоз.
Нейтрофилы выполняют в организме фагоцитарную и 
бактерицидную функции.
Увеличение количества нейтрофилов в крови (нейтрофилез) — 
наиболее частое изменение в лейкограмме и является причиной 
лейкоцитоза. Наблюдается при острых бактериальных инфекциях, экзо- 
и эндогенных интоксикациях, злокачественных новообразованиях, после 
кровопотери, гемолитического криза, при хроническом миелолейкозе, 
сублейкемическом миелозе, эритремии, лимфогранулематозе и др.
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Нейтропения сопровождает подавляющее большинство 
лейкопеничееких состояний.
При тяжелых интоксикациях появляются признаки дегенерации 
нейтрофилов: токсогенная зернистость, тельца Деле в цитоплазме, 
вакуолизация ядра и цитоплазмы, пикноз ядер, цитолиз, анизоцитоз. 
Выраженность этих изменений находится в прямой зависимости от 
тяжести интоксикации.
Увеличение количества зозинофилов наблюдается при различных 
аллергических заболеваниях, глистных инвазиях, прогрессирующих 
опухолях, аутоиммунных заболеваниях, лейкозах, снижении продукции 
гормонов коры надпочечников. Отсутствие зозинофилов в крови 
(анэозинофилия) отмечается при острых воспалительных процессах, 
интоксикациях. Появление зозинофилов в этих случаях означает начало 
выздоровления. Увеличение количества базофилов в крови наблюдается 
при аллергических реакциях, хроническом миелолейкозе, 
сублейкемическом миелозе, эритремии.
Моноциты и лимфоциты принимают непосредственное участие в 
иммунных реакциях организма. Однако, в связи с невысоким 
количеством этих клеток в крови, изменение их числа в лейкограмме 
чаще бывает относительным и связано с изменением количества 
нейтрофилов. Абсолютный моноцитоз наблюдается при хронических 
инфекциях (туберкулезе, затяжном септическом эндокардите, 
хрониосепеисе), малярии, злокачественных опухолях,
парапротеинемических гемобластозах, хроническом моноцитарном 
лейкозе, скарлатине, сыпном и возвратном тифах. Моноцитопения 
может отмечаться при острых инфекциях, тяжелых септических 
состояниях.
Абсолютный лимфоцитоз наблюдается при хроническом 
лимфолейкозе, некоторых инфекционных заболеваниях (малосимптом- 
ный инфекционный лимфоцитоз, коклюш, краснуха, ветряная оспа, 
инфекционный гепатит, хронические инфекции). Абсолютная 
лимфопения развивается при лучевой болезни, лимфогранулематозе, 
приеме иммунодепрессантов, иммунодефицитных состояниях.
Незрелые гранулоциты (промиелоциты, миелоциты, 
метамиелоциты) в небольшом количестве появляются при тяжелых 
инфекциях, интоксикациях — «сдвиг влево».
Изменение формы эритроцита -  пойкилоцитоз, 
являетсяпризнаком тяжелой длительно протекающей анемии.
При незначительном пойкилоцитозе, примерно 25% эритроцитов 
имеют измененную форму; при умеренном -  изменены около 50% 
эритроцитов; при выраженом пойкилоцитозе изменены примерно 70- 
75% эритроцитов; при резко выраженномз - практически все клетки 
имеют измененную форму.
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Анизоцитоз -  изменение диаметра эритроцитов, у взрослых 
является ранним признаком анемии.
Эритроциты, диаметр которых меньше 6 мкм - микроциты. 
Эритроциты, диаметр которых больше 8 мкм - макроциты. Эритроциты 
с диаметром более 12 мкм называют мегсшоцитами. Они имеют круглую 
или овальную форму, у них отсутствует центральное просветление.
Микроциты появляются в основном при железодефицитных 
анемиях, макроциты обнаруживаются при Bi2 и фолиеводефицитной 
анемиях.
Нормальные эритроциты имеют равномерную, средней 
интенсивности розовую окраску, центральная часть эритроцитов окрашена 
несколько бледнее.
Гипохромия -  бледное окрашивание эритроцитов,
свидетельствует об уменьшении содержания гемоглобина в них.
Гиперхромия -  очень интенсивное окрашивание эритроцитов без 
четкого центрального просветления, встречается реже. Это явление 
обусловлено увеличением толщины эритроцитов.
Различная интенсивность окрашивания отдельных эритроцитов в 
мазке называется анизохромией.
Наиболее часто встречающиеся патологические включения в 
эритроцитах это
- тельца Жолли (остатки ядерного вещества) - выявляются при В]2 
и фолиеводефицитных анемиях;
- кольца Кебота (остатки ядерной оболочки) -  также встречаются 
при тяжелых В|2 и фолиеводефицитных анемиях.
-базофильная зернистость (базофильная пунктация)
эритроцитов. Выглядит в виде точечной зернистости темносинего цвета 
различного размера, выявляется при токсическом повреждении 
костного мозга (отравление свинцом, цинком, висмутом, ртутью), при 
анемиях.
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Раздел 4. Лабораторные исследования системы иммунитета. 
Тема: Иммунологические лабораторные исследования.
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Система иммунитета (СИ) представляет собой совокупность 
клеточных и гуморальных компонентов, которые контролируют 
генетически детерминированное постоянство внутренней среды организма 
(гомеостаза).
Система иммунитета обеспечивает:
-защиту организма от чужеродных клеток (микробы, вирусы, 
пересаженная ткань и т.д.) и от собственных модифицированных клеток 
(например, опухолевые клетки);
-своевременное распознавание и уничтожение старых, дефектных 
или уже ненужных собственных клеток в онтоненезе многоклеточного 
организма;
-нейтрализацию и элиминацию различных высокомолекулярных 
веществ (белков, полисахаридов и т. д.), генетически чужеродных для 
данного организма.
Система иммуннитета многокомпонентна, но работает как 
единое целое, поскольку все ее компоненты находятся в тесной 
взаимосвязи.
Организм здорового человека защищается от болезнетворных 
агентов с помощью разных физиологических механизмов. К их числу 
относятся механические (кашель, чихание, кожные покровы, слизистые 
оболочки) и химические барьеры (кислая среда желудка, жирные 
кислоты в составе пота, лизоцим в слезной жидкости и слюне), а также 
клетки и молекулы, которые специализируются на защитной функции.
Некоторые из этих механизмов присутствуют в организме еще 
до встречи с каким-либо болезнетворным микроорганизмом или 
чужеродной молекулой, т.е. являются первичными. Их еще называют 
факторами неепецифической защиты, т.к. их защитные функции 
лишены избирательности. Среди факторов неспецифической защиты 
особое место занимают фагоцитирующие клетки крови и тканей 
(нейтрофилы, макрофаги), а также особый класс лимфоцитов, 
получивших название: натуральные (естественные) киллеры.
Неспецифическую защиту организма обеспечивают также 
многочисленные молекулы, продуцируемые и секретируемые 
вышеназванными клетками (белки системы комплемента, цитокины: 
интерлейкины, интерфероиы и др.).
Наряду с факторами неспецифической защиты организм защищен 
от чужеродных агентов, механизмами специфического (вторичного, 
адаптивного) иммунитета. Эти механизмы включаются после контакта с 
чужеродной молекулой или клеткой - антигеном. Действие этих 
механизмов строго избирательно и распространяется только на
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конкретный антиген, который индуцировал иммунный ответ. При 
специфическом иммунном ответе распознавание и элиминацию антигена 
осуществляют иммунокомпетентные клетки ( Т -  и В-лимфоциты), а 
также продуцируемые и секретируемые ими макромолекулы - антитела 
(иммуноглобулины). Специфический иммунитет основан на свойствах 
иммунокомпетентных клеток избирательно отвечать на огромное 
разнообразие чужеродных антигенов, специфически реагировать на на 
каждый из них, формируя индивидуальную для каждогоантигена 
имунологическую память, благодаря чем происходит адаптация 
организма к окружающей среде.
Система иммунитета устроена по органно-циркуляторному 
принципу. Различают центральные (костный мозг и тимус) и 
периферические органы системы иммунитета (селезенка, лимфатические 
узлы, скопления лимфоидной ткани, ассоциированные со слизистыми). 
Все они взаимосвязаны системой кровообращения, лимфотока и единой 
системой иммунорегуляции.
В центральных органах системы иммунитета происходят 
процессы деления клеток-предшественников, их дифференцировка и 
созревание. Периферические органы иммунной системы являются 
местом встречи с антигеном, местом взаимодействия 
антигенлредставляющих и иммунокомпетентных клеток, местом 
распознавания антигена и развития специфического иммунного 
ответа. Здесь происходит пролиферация и антиген-зависимая 
дифференцировка Т- и В-лимфоцитов, синтез антител и продуктов 
иммунного ответа.
Костный мозг. Все клетки системы иммунтитета, в том числе и 
иммунокомпетентные, происходят из полипотентной стволовой клетки, 
которая дает начало разным росткам кроветворения, в том числе миело- 
моноцигарному и лимфоцитарному. Направление дифференцировки 
ранних предшественников зависит от влияния на них 
микроокружения (стромальных клеток костного мозга). Стромальные 
клетки контролируют гемопоэз либо путем прямых контактов с 
клетками-предшественниками, или через продукцию и секрецию 
цитокинов. Цитокины могут влиять на выбор пути дифференцировки 
или обеспечивать сигналы стимуляции, обеспечивающие
дифференцировку по выбранному пути.
Тимус. Лимфоциты, находящиеся в тимусе, называют тимоцитами. 
Они включают Т-лимфоциты на разных стадиях дифференцировки. Из 
костного мозга ранние предшественники Т-лимфоцитов поступают в 
корковый слой тимуса. Эти незрелые клетки еще не несут на 
поверхности маркеров, характерных для зрелых Т-лимфоцитов.
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В тимусе идут параллельно несколько процессов: пролиферация 
тимоцитов, их созревание и элиминация потенциально аутореактивных 
клеток. Контактируя с эпителиальными и другими клетками стромы 
тимуса, каждый тимоцит последовательно получает сигналы: 
пролиферации, изменения поверхностного фенотипа, приобретения 
рецепторов разных специфичностей, позитивной и негативной селекции, 
функционального созревания. Все эти процессы необходимы для 
превращения незрелого тимоцита, в функционально полноценный Т- 
лимфоцит. Они происходят в тимусе, только в разных его слоях и при 
участии разных стромальных клеток.
Лимфатические узлы функционируют в качестве своеобразных 
фильтров лимфы, задерживая микроорганизмы и другие частицы, 
попавшие в лимфу. Вместе с тем лимфоузлы являются местом 
взаимодействия иммунокомпетентных клеток в ходе специфического 
иммунного ответа, местом синтеза антител-иммуноглобулинов.
Селезенка являегся местом распознавания антигена, 
антигензависимой пролиферации и дифференцировки Т- и В- 
лимфоцитов, их активации, а также продукции и секреции 
специфических антител иммуноглобулинов. Основное отличие селезенки 
от лимфоузлов состоит в том, что селезенка является местом 
специфического иммунного ответа на антигены, циркулирующие в крови, 
а в лимфоузлах разыгрываются процессы специфического иммунного 
ответа на антигены, попадающие в лимфу. Кроме того, селезенка с ее 
богатой сетью макрофагов в красной пульпе выполняет функции фильтра 
крови, удаляющего из крови, попадающие туда чужеродные частицы 
и молекулы, а также состарившиеся эритроциты, или эритроциты, 
натуженные иммунными комплексами.
Лимфоидная ткань, ассоциированная со слизистыми. Скопления 
лимфоцитов, макрофагов и других вспомогательных клеток обнаружены 
в составе многих органов и тканей, особенно в составе слизистых 
оболочек. Непосредственно под эпителием в тесной связи с 
эпителиальными клетками располагаются лимфоциты Пейеровых 
бляшек тонкого кишечника, лимфоидных фолликулов аппендикса, 
миндалин глотки, лимфоидных фолликулов подслизистого слоя 
верхних дыхательных путей и бронхов, мочеполового тракта. 
Показало, что их участие в специфическом иммунном ответе 
сопровождается активацией В-лимфоцитов, которые дифференцируются 
в плазматические клетки, продуцирующие специфические антитела, 
относящиеся к классам иммуноглобулинов A (IgA) и Е (IgE). В случае
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продукции IgA он или поступает в кровь, или, пройдя сквозь 
эпителиальные клетки, и получив секреторный компонент, выходит на 
поверхность слизистой в форме секреторного IgA (SIgA), обеспечивая 
ее антибактериальную или антивирусную защиту. В случае синтеза IgE, 
он может опосредовать развитие аллергических реакций
гиперчувствстельности.
Основу естественного (неспецифического) иммунитета, 
составляют врожденные (генетически детерминированные) защитные 
факторы. Эти фактор существует в организме еще до встречи с антигеном, 
не имеют строгой специфической реакции и не способны сохранять память 
от первичного контакта с ним.
К факторам неспецифической защиты относят:
1. Анатомические барьеры (кожа, слизистые покровы, 
мерцательный эпителий);
2. Физиологические барьеры (температура тела, pH);
3. Клеточные барьеры, осуществляющие эндоцитоз или прямой 
лизис чужеродных клеток;
4. Растворимые факторы воспаления (лизоцим, интерферон, 
комплемент).
Факторы естественной резистентности включаются в защиту 
мгновенно после внедрения возбудителя. Их действие продолжается в 
течение всего периода борьбы организма с инфекцией, но наиболее 
эффективно - в течение первых 4-х часов после внедрения микроба, до 
включения факторов адаптивного иммунитета, когда они являются 
практически единственными защитниками организма. Растворимые 
факторы естественной резистентности постоянно присутствуют в плазме 
крови и обеспечивают антимикробную защиту до развития полноценного 
иммунного ответа это:
лизоцим -  гидролитический фермент секретов слизи и лизосом 
фагоцитирующих клеток, способный разрушать пептидогликановый слой 
клеточной стенки бактерий.
интерфероны -  группа низкомолекулярных белков, 
продуцируемых вирусинфицированными или активированными клетками. 
Они способны прямо подавлять размножение вирусов.
комплемент — группа сывороточных белков, относящаяся к р - 
глобулиновой фракции, свободно циркулирующая в крови в форме 
неактивных предшественников. Под действием антигена или комплекса 
антиген-антитело инициируется каскад реакций, состоящий из
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последовательной активации одного белка системы комплемента 
предыдущим белком этой системы.
Фагоцитарная система факторов неспецифического 
иммунитетапредставлена нейтрофильными лейкоцитами (микрофаги) и 
мононуклеарными фагоцитами (макрофаги). Они осуществляют 
поглощение и внутриклеточное разрушение растворимых 
макромолекулярных соединений, например микробных токсинов (реакция 
пиноцитоза), а также чужеродных или структурно измененных 
собственных клеток (реакция фагоцитоза).
Фагоцитоз - это многостадийный процесс, который включает: 
активацию, адгезию, диапедез, хемотаксис, опсонизацию объекта 
фагоцитоза, поглощение и киллинг.
Активация нейтрофила сопровождается адгезией и миграцией 
нейтрофила через стенку сосуда в ткань. Хемотаксис 
целенаправленное движение клетки в сторону стимулирующих факторов 
(хемоаттрактантов), которыми могут быть продукты, выделяемые мик­
роорганизмами и активированными клетками в очаге воспаления. На 
следующем этапе происходит фиксация антигена к мембране фагоцита. 
Большинство бактерий подвергаются опсонизации прежде чем 
адгезируются фагоцитами. Наиболее важные опсонины -  белки системы 
комплемента и иммуноглобулины.Опсонизация значительно повышает 
адгезию антигена к фагоциту и эффективность фагоцитоза. 
Взаимодействие мембраны нейтрофила с микроорганизмом инициирует 
образование псевдоподий, которые, окружая микроорганизм, вместе с 
часть мембраны погружаются внутрь клетки, образуя фагосому. В 
фагосому, содержащую антиген, секретируются лизосомальные 
ферменты, которые разрушают антиген.
Фагоцитоз может быть завершенным, когда происходит 
практически полное разрушение объекта (киллинг), и незавершенным, 
когда микробные клетки остаются жизнеспособными и даже могут 
размножаться в фагоците, в конечном итоге разрушая клетку.
Антимикробные факторы фагоцитов -  это гидролитические 
ферменты, находящиеся в их цитоплазматических гранулах: кислые 
гидролазы, нейтральные протеиназы, миелопероксидаза, лизоцим, 
лактоферин и др. А также активные продукты кислорода (супероксидный 
аниона, гидроксильный радикал, синглетный кислород) образующиеся 
только после стимуляции нейтрофилов. Антимикробные факторы 
обеспечивают киллинг (разрушение) поглощенных микроорганизмов.
При формировании специфического иммунного ответа макрофаги 
выполняют функцию представления (презентации) антигена. Антигены,
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поступившие в организм, подвергаются фагоцитозу и внутриклеточному 
перевариванию в фаголизосомах. Образующиеся в результате
протеолиза пептидные фрагменты антигена, с помощью молекул главного 
комплекса гистосовместимости (МНС I или II класса) транспортируются 
на клеточную поверхность, Пептиды, происходящие из вируса, 
транспортируются молекулами МНС I класса, а фрагменты белков 
бактериальной клетки -  с молекулами МНС II класса. Результатом всех 
этих процессов является представление антигенных детерминант в 
комплексе с собственными антигенами МНС фагоцита на его 
поверхности, что обеспечивает доступность антигена, для
антигенраспознающих рецепторов Т-хелперов.
Фагоциты также являются источником цитокинов, необходимых 
для активации Т- и В-лимфоцитов.
Естественные киллеры (ЕК) - это особая популяция лимфоидных 
клеток, имеющая самостоятельный путь дифференцировки. ЕК-клетки 
лишены поверхностных маркеров характерных для Т- и В-лимфоцитов. Их 
участие в неспецифическом иммунном ответе состоит в способности 
оказывать прямое цитотоксическое действие на трансформированные и 
вирусинфицированные клетки, а также клетки, поглотившие некоторые 
внутриклеточные бактериальные патогены.
Илшунокомпетентные клетки
Лимфоциты -  клетки, определяющие высокую специфичность 
иммунного ответа на антиген. Как и другие клетки крови, 
лимфоциты,развиваются из стволовой кроветворной клетки и проходят 
начальные этапы дифференцировки в костном мозге. На самом раннем 
этапе костно-мозговой дифференцировки происходит разделение общей 
стволовой клетки на две самостоятельные линии развития, приводящие к 
образованию Т- и В-лимфоцитов.
Набор различных комбинаций клеточных рецепторов отражает 
функциональную специализацию лимфоцитов и называется клеточным 
фенотипом. Так, например, фенотип Т-хелперов - CD2, CD3, CD4, ТКРсф: 
Т-супрессоров/цитотоксических лимфоцитов - CD2, CD3, CD8, ТКР ар.
Рецепторами или маркерами принято называть мембранные 
белковые образования, характеризующие как отдельные популяции 
лимфоцитов, так и определенные стадии их развития. Благодаря им, 
лимфоциты взаимодействуют с антигеном, другими лимфоидными 
клегками и различными веществами, регулирующими активацию и 
дифференцировку. В настоящее время идентификацию типов лимфоцитов 
принято проводить по дифференцировочным антигенам (маркерам). Для
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их обозначения приняла международная номенклатура CD (от cluster 
defmition/differentiation), в соответствии с которой все CD сведены в 
группы под своим порядковым номером. CD-антигены появляются на 
клетках, в зависимости от стадии их развития, или сохраняются 
напротяжении всего клеточного цикла.
Лимфоциты являются единственными клетками крови, которые 
имеют двухэтапную дифференцировку. Первый этап иногда определяют 
понятием лимфопоэз, а второй — иммуногенез.
Лгшфопоэз (антиген независимый этап дифференцировки 
лимфоцитов) осуществляется в центральных органах сиетемфы 
иммунитета - костном мозге и тимусе. Он направлен на создание 
потенциала клеточных и молекулярных механизмов, готовых для ответа на 
антиген.
Иммуногенез -  (антигензависимый этап дифференцировки 
лимфоцитов) происходит в периферических лимфоидных органах после 
встречи с антигеном. Он реализуется через формирование специфических 
клонов лимфоцитов и синтез антител, способных взаимодествовать только 
с одним из множества антигенов.
Т-лимфоциты
В костном мозге формируются ранние предшественники Т- 
лимфоцитов, их размножение поддерживается специальным 
колониестимулирующим фактором. Далее Г-лимфоциты нуждаются в 
особых условиях развития в тимусе, куда они мигрируют из костного 
мозга.
Дифференцировка Т-лимфоцитов из костномозговых 
предшественников начинается в субкапсулярной зоне тимуса. После 
деления некоторое число раз в подкорковом, а затем корковом слое тимуса 
на мембранах клеток появляется ТКР (Т-клеточный аитигенраспознающий 
рецептор) уникальной специфичности. Посгепенно тимоциты мигрируют 
из коркового слоя тимуса в мозговой, постоянно контактируя с 
эпителиальными клетками, макрофагами и дендритными клетками, и 
подвергаясь воздействипродуцируемых этими клетками медиаторов. В 
процессе продвижения в мозговой слой тимоциты поэтапно приобретают 
характерные для Т-лимфоцитов поверхностные рецепторы и антигены.
Селекция гимоцитов идет в два этапа.
I-й этап. После того, как на тимоците появляется ТКР, клетка 
всту пает в этап позитивной селекции. Для того, чтобы выжить и вступить в 
следующие этапы развития, тимоцит должен проявить способность 
распознавать собственные антигены тканевой совместимости, на
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эпителиальных клетках тимуса. Из широчайшего «репертуара» 
специфичностей ТКР лишь немногие подойдут для распознавания 
индивидуального набора антигенов тканевой совместимости 
организма. Тимоциты с такими «подходящими» ТКР получают сигнал 
дальнейшей дифферснцировки, т.е. они отобраны на этапе позитивной 
селекции и вступают в следующий этап.
П-й этап. На границе коркового и мозгового слоев тимуса, 
созревающие тимоциты взаимодействуют с местными дендритными 
клетками и макрофагами. Основная функция этих клеток - презентация 
(представление) антигенных пептидов в комплексе с собственными 
антигенами тканевой совместимости Т-лимфоцитам для распознавания.
Тимоциты, со сформировавшимся ТКР, вступают во 
взаимодействие с молекулами антигенов гистосовместимости (МНС) I или 
II класса на эпителиальных клетках тимуса. Если ТКР тимоцитов способны 
к такому взаимодействию, то клетки дифференцируются дальше, если нет 
-  погибают. При распознавании тимоцитом молекул I класса с его 
поверхности теряется CD4 и дальнейшая дифференцировка направляется в 
сторону формирования Т-цитотоксических лимфоцитов (киллеров, 
супрессоров). При распознавании молекул II класса -  теряется CD8 и 
формируется Т-хелпер. В результате на мембране клеток остается один из 
двух рецепторов: CD4 (хелперная линия клеток) или CD8 (супрессорно- 
цитотоксическая линия клеток). Таким образом, происходит 
дифференцировка Т-лимфоцитов на субпопуляции.
Здесь же, тимоциты, ТКР которых, способен распознавать пептиды 
самого организма (это фрагменты аутоантигенов, которые могут 
заноситься в тимус с током крови), предствляемые дендритными клетки и 
макрофагами в комплексе с МСН, погибают апоптозом. Таким образом 
формируется запрет на иммунную агрессию к аутологичным антигенам, 
т.е. защита от аутоиммунной агрессии. Апоптоз -  запрограммированная 
гибель клеток - процесс, в результате которого, клетка гибнет без вреда для 
окружающих тканей.
В результате внутритимусной дифференцировки формируются 
различные субпопуляции Т-лимфоцитов: хелперы/индукторы и
цитотоксические . В кровоток и периферические лимфоидные органы 
поступают Т-лимфоциты, экспрессирующие уже полные наборы
поверхностных маркеров, включая Т-клеточный антигенраспознающий 
рецептор (TCR) -  специфичный для одного определенного антигена и 
маркер дной из субпопуляций - CD4 или CD8.
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Выходящие на периферию Т-лимфоциты называют «наивными», 
так как они еще не вступали в процесс распознавания чужеродных 
антигенов. Эти клетки заселяют периферические лимфоидные органы и 
ткани, где, после встречи с антигеном, начнется второй этап 
дифференцировки Т-лимфоцитов -  иммуногенез. В ответ на антигенный 
стимул происходит активация и пролиферация Т-лимфоцитов, имеющих 
рецепторы к внедрившемуся антигену (антигензависимая 
дифференцировка).
Основная функция зрелых Т-лимфоцитов это распознавание 
чужеродных антигенных пептидов в комплексе с собственными 
антигенами тканевой совместимости на поверхности вспомогательных 
(антиген-презентирующих) клеток или на поверхности любых клеток- 
мишеней организма. При размножении патогена в цитоплазме 
инфицированных клеток, его антигенные пептиды образуют комплексы с 
молекулами главного комплекса гистосовместимости (МНС) I класса, 
которые распознаются ТКР цитотоксических Т-лимфоцитов(СЭ8). Такие 
Т-лимфоциты приобретают способность непосредственно убивать 
инфицированные клетки.
При захвате фагоцитами внеклеточных бактерий и их токсинов 
их антигенные пептиды образуют комплексы с молекулами МНС II 
класса, которые распознаются ТКР Т-лимфоцитов - хелперов (CD4). В 
этом случае, Т-лимфоциты после распознавания антигена могут 
дифференцироваться в двух направлениях. Это два функционально 
различных подтипа -  Th 1 и Th 2.
ТЫ -  лимфоциты, называют клетками воспаления. Они распознают 
антигены, представляемые макрофагами и обеспечивают реакции 
иммунитета против вирусов и внутриклеточных бактерий, при этом 
синтезируют характерный спектр интерлейкинов (ИЛ) - ИЛ-2, интерферон- 
7 и фактор некроза опуолей (ФИО).
Th2 — лимфоциты, распознают антиген на поверхности В- 
лимфоцитов и обеспечивают иммунитет против обычных бактерий и их 
токсинов через выработку специфических антител, продуцируют ИЛ-4, 
ИЛ-5, ИЛ-6, ИЛ-10. Они способны активировать специфические В- 
лимфоциты к продукции соответствующих по специфичности антител- 
иммуноглобулинов. Антитела, в свою очередь, участвовуют в различных 
способах выведения антигена.
В соответствии с двумя путями дифференцировки Т-лимфоцитов 
принято различать преимущественно клеточно-опосредованный и
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преимущественно гуморальный (антительный) специфический иммунный 
ответ. Таким образом. Т-лимфоциты берут на себя основные защитные 
функции в противовирусном и противоопухолевом иммунитете и 
выполняют важные регуляторные функции, секретируя множество 
цитокинов.
В-.шмфоциты.
Основное место антигеннезависимого этапа дифференцировки В- 
лимфоцитов - костный мозг. На молодых В-лимфоцитах выявляется маркер 
CD 19 к моменгу полного созревания В-клеток, на поверхности присут­
ствуют общие В-клеточные маркеры - CD20 и CD22. Характерной 
особенностью зрелых В-лимфоцитов является присутствие на их 
поверхности молекул IgM или IgD которые, в данном случае, 
выполняют роль специфических рецепторов для антигена.
Главная функция В-лимфоцитов - реализация гуморального 
иммунного ответа: защита организма посредством специфических 
антител. «Наивные» В-лимфоциты покидают костный мозг через синусы, 
попадают в циркуляцию и заносятся в периферические лимфоидные органы 
(лимфатические узлы, слезенку,пейеровы бляшки, аппендикс, миндалины), 
где при встрече с антигеном они проходят этап антигензависимой 
диффере/я/м/ювкм.формирование конов специфических В-лимфоцитов и 
плазматических клеток - активных продуцентов антител.
Взаимодействие антигена со специфическим рецептором на 
лимфоците является сигналом для его активации и антиген-зависимой 
дифференцировки в плазматические клетки, продуцирующие и 
секретирующие специфические для данного антигена антитела- 
иммуноглобулины. Когда специфический рецептор В-лимфоцита связы­
вают свой антиген, комплекс погружается внутрь клетки и 
подвергается расщеплению, а затем представляется Т-хелперам. 
Образовавшиеся ТЬ2-лимфоциты и вырабатывают цитокины, 
необходимые для развития из В-лимфоцита клона плазматических 
клеток, синтезирующих антитела.
После выполенеия своих функций плазматические клетки 
погибают апоптозом. Около 1% плазматических клеток превращаются в 
В-клетки памяти, которые могут жить годами и даже десятилетиями, 
локализуясь в периферических лимфоидных органах. Особенностью В- 
клеток памяти является способность быстро отвечать на 
соответствующий антиген пролиферацией, дифференцировкой в 
плазматические клетки и быстрым синтезом иммуноглобулинов. 
Благодаря клеткам памяти для развития вторичного иммунного ответа 
требуется меньше времени, достаточно меньшей дозы антигена, они 
более чувствительны к действию активирующих цитокинов.
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Существует 5 основных классов иммуноглобулинов, 
обозначаемых IgG, IgA, IgM, IgD и IgE. Наиболее распространены 
иммуноглобулины класса G, которые подразделяются на IgG,, IgG2. 
IgG3) IgG4. IgA преобладает в секретах желудочно-кишечного тракта и 
дыхательных путей. IgD и IgE -  минорные классы иммуноглобулинов, 
участвующие главным образом в аллергических реакциях и реакциях 
гиперчувствительности замедленного типа. IgM -  это первые антитела, 
продуцируемые плазматическими клетками в ответ на антигенную 
стимуляцию. При последующем поступлении антигена может 
происходить переключение на синтез IgG, IgA, IgD или IgE. Участие 
антител в иммунном ответе проявляется в трех формах: нейтрализация 
(блокада) и/или опсонизация антигена, активация системы комплемента.
Регуляция иммунного ответа
Регуляция иммунного ответа на всех этапах обеспечивается 
группой медиаторов белковой природы, называемых цитокинами. 
Большинство цитокинов секретируется Т-лимфоцитами. По 
структурным особенностям и биологическому действию цитокины 
делятся на несколько самостоятельных групп: гемопоэтины,
интерфероны, хемокины и т.д. В то же время все цитокины имеют ряд 
общих свойств:
синтезируются в процессе реализации как естественного, так и 
адаптивного иммунитета;
- синтезируются под влиянием индуцирующих факторов 
кратковременно и локально (краткосрочный самоограниченный синтез);
-обладают крайне высокой биологической активностью и 
эффективны в очень низких концентрациях;
- действуют аутокринным или паракринным образом, реже 
эндокринно;
- действуют как факторы роста и дифференцировки клеток;
обладают каскадным, костимулирующим действием поэтому 
эффект их комбинаций на клетки может значительно отличаться от 
эффекта, присущего каждому в отдельности;
- оказывают действие исключительно на те клетки, на мембране 
которых экспрессирован рецептор, способный связать данный цитокин;
-обладают полифункциональной активностью и 
перекрывающимися функциями.
Принято группировать цитокины в зависимости от их роли в 
развитии воспалительного процесса на провоспалитгльные (определяют 
развитие воспалительного процесса) и противовоспалительные 
(участвуют в ограничении уровня воспалительного ответа путем 
подавления секреции провоспалительных цитокинов).
Этапы иммунного ответа
Иммунную реакцию можно условно разделить на 3 этапа:
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- распознавание антигена,
- формирование клеток-эффекторов,
- эффекторная часть иммунного ответа.
Подготовка антигенов к распознаванию происходит в 
антигенпредставляющих клетках. В такой роли могут выступать 
макрофаги, дендритные клетки и В-лимфоциты. Макрофаги поглощают 
преимущественно бактерии, дендритные клетки - различные вирусы, В- 
лимфоциты -  белковые антигены, в частности, бактериальные токсины.
С момента распознавания антигена начинается процесс 
дифференцировки наивных Т-клеток в зрелые «эффекторные» Т- 
лимфоциты, способные выполнять специализированные функции. 
Вирусные антигены в комплексе с молекулами МНС I класса 
распознаются цитотоксическими Т-лимфоцитами (CD8 Т-клетки, Т- 
киллеры). Следствием такого распознавания является гибель 
инфицированной клетки.
Иммунограмма ши иммунный статус - это комплекс лабо­
раторных показателей, отражающих состояние различных звеньев 
системы иммунитета в момент исследования при данном процессе или 
заболевании.
Целью таких исследований является выявление нарушений 
иммунологической реактивности, выбор метода лечения или контроль за 
его эффективностью, а также обоснование противорецидивной терапии.
Оценка иммунного статуса базируется на комплексе показателей 
и проводится обычно в два этапа. На первом этапе выявляются дефекты 
иммунитета с помощью простых ориентирующих тестов или тестов 
первого уровня, к которым относятся:
процент и абсолютное количество лимфоцитов в 
периферической крови;
процент и абсолютное количество Т- и В-лимфоцитов в крови; 
концентрация сывороточных иммуноглобулинов в реакции 
Манчинни;
- фагоцитарная активность нейтрофилов;
- циркулирующие иммунные комплексы.
Тесты второго уровня позволяют выявить более тонкие, 
конкретные нарушения в системе иммунитета.
К ним относятся:
- определение активности поверхностных рецепторов на 
лейкоцитах,
- оценка пролиферативной активности иммунокомпетентных 
клеток (Т- и В -  лимфоцитов),
- пределение функциональных характеристик фагоцитов (НСТ- 
тест, РТМЛ) и другие тесты.
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Наиболее приемлемым в клинической практике является 
следующий набор тестов:
Определение количества Т-лимфоцитов.
Определение количества В-лимфоцитов.
Определение иммунорегуляторных субпопуляций Т-лимфоцитов 
(Т-хелперов и Т-супрессоров).
Определение концентрации иммуноглобулинов А, М, G в 
сыворотке крови.
Определение циркулирующих иммунных комплексов.
Фагоцитоз.
Оценка метаболической активности нейтрофилов (НСТ-тест).
1. ЦЕЛЬ ЗАНЯТИЯ.
1.1. Освоить теоретический материал по теме занятия.
1.2. Освоить подсчет количества Т- и В-лимфоцитов в реакции 
розеткообразования.
1.3. Научиться определению фагоцитарного числа и 
фагоцитарного индекса в реакции фагоцитоза.
1.3. Дать аналитическую оценку методов.
2. СОДЕРЖАНИЕ ЗАНЯТИЯ.
2.1. Тестовый контроль по теме занятия.
2.2. Разбор теоретического материала по теме занятия.
2.3. Лабораторная работа: «Определение Т- и В-лимфоцитов в 
реакции розеткообразования с эритроцитами барана и мыши и 
фагоцитарной активности нейтрофилов».
3. ВОПРОСЫ ПО ТЕМЕ ЗАНЯТИЯ.
3.1. Подготовка пациента, забор, хранение и обработка 
биологического материала для иммунологических исследований.
3.2. Метод определения уровня Т-лимфоцитов в реакции
розеткообразования с эритроцитами барана.
3.3. Метод определения уровня В-лимфоцитов в реакции
розеткообразования с эритроцитами мыши.
3.4. Метод исследования кислород-зависимых механизмов 
бактерицидности нейтрофилов в НСТ-тесте.
3.5. Определение фагоцитарной активности нейтрофилов.
4. ВОПРОСЫ ДЛЯ САМОСТОЯТЕЛЬНОГО ИЗУЧЕНИЯ.
4.1. Определение иммуноглобулинов в сыворотке крови методом 
радиальной иммунодиффузии в геле.
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4.2. Исследование циркулирующих иммунных комплексов в 
сыворотке крови методом ПЭГ-преципитации.
5. ЛАБОРАТОРНАЯ РАБОТА.
5.1. Подготовка биологического материала для 
иммунологического исследования.
Кровь на исследование берут утром натощак путем венепункции 
до физической нагрузки, лечебных и диагностических процедур. Чаще 
используют венозную кровь. Капиллярная кровь тоже может подлежать 
исследованию, но при этом референтные значения должны быть уста­
новлены также для капиллярной крови.
Набирают кровь в 2 пробирки:
1) в количестве 2-3 мл без антикоагулянта для получения 
сыворотки;
2) в количестве 5-6 мл с гепарином. Концентрация гепарина не 
должна превышать 15-20 ЕД/мл крови.
Материал, поступающий в лабораторию на исследование, обя­
зательно сопровождается следующей информацией: фамилия, имя, 
отчество пациента, возраст, пол, номер истории болезни или амбу­
латорной карты, развернутый диагноз, дата взятия материала.
Доставка крови должна производиться не позднее 2-3 часов с 
момента ее получения. Образцы крови, взятой с гепарином, хранению не 
подлежат и должны быть исследованы сразу после доставки материала в 
лабораторию.
В образцах, взятых без антикоагулянта, производят отделение 
сыворотки от сгустка путем центрифугирования крови при 1500 об/мин 
в течение 10 минут, предварительно обведя стеклянной палочкой или 
иглой по внутренним стенкам пробирки. Сыворотку отделяют и 
дополнительно центрифугируют при 6000-8000 об/мин в течение 30 
минут. При необходимости образцы сыворотки могут храниться при 
температуре -20°С без повторного замораживания и оттаивания до 2-х 
месяцев. Перед проведением исследований образцы сыворотки следует 
разморозить, прогреть при 37°С в течение 30 минут для растворения 
возможных криопреципитатов, а затем приступать к исследованию.
Гепаринизированную кровь отстаивают под углом 45° в течение 
45 минут при 37“С, а затем в вертикальном положении 15 минут при 
комнатной температуре. При этом эритроциты образуют осадок на дне 
пробирки, а элементы белой крови, тромбоциты и примесь эритроцитов 
находятся в плазме. Плазму с клеточными элементами собирают с 
помощью пипетки в отдельную сухую пробирку и центрифугируют 5-6 
минут при 1000 об/мин. Надоеадочную жидкость удаляют
переворачиванием пробирки. Для лизиса эритроцитов осадок 
ресуспензируют в 1,5-2 мл 0,84% водного раствора хлористого аммония,
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предварительно прогретого в термостате до 37°С. Выдерживают 2-3 
минуты при комнатной температуре. При этом происходит разрушение 
эритроцитов без повреждения лейкоцитов. После лизиса суспензию 
центрифугируют 3-5 мин при 1000 об/мин. Надосадочную жидкость 
удаляют переворачиванием пробирки и к осадку клеток добавляют 2-3 
мл 0,9% раствора хлористого натрия, центрифугируют 5 минут при 1000 
об/мин. Процедуру отмывания повторяют трижды, используя на 
заключительном этапе вместо хлористого натрия раствор Хенкса.
5.2. Определение количества Т-лимфоцитов в реакции 
розеткообразования с эритроцитами барана (Е-РОК)
Принцип метода: рецептор CD2 на Т-лимфоцитах имеет сродство 
к гликопротеинам мембраны эритроцитов барана. При смешивании 
лимфоцитов человека и эритроцитов барана происходит «прилипание» 
последних к поверхности Т-лимфоцитов, и образуются так называемые 
«розетки», в центре которых находится лимфоцит, а по периферии - 
эритроциты. Выявляемые в данном тесте Т-лимфоциты называют «Т- 
общие».
Реактивы:
• 0,9% раствор хлористого натрия;
• раствор Хенкса;
• 0,06% раствор глютарового альдегида на растворе Хенкса;
• эритроциты барана;
• азур-эозин по Романовскому;
• этанол 96°;
• 0,1 % р-р трипанового синего с эозином,
• 0,84% водный раствор хлористого аммония.
Ход исследования
Подготовка лейкоцитов:
1. Выделение лейкоцитов из крови. Производится одним из опи­
санных выше методов. Клетки отмывают и разводят в растворе Хенкса.
2. Определение жизнеспособности выделенных кле1гок. В отдель­
ной пробирке смешивают в равных объемах (1-2 капли) суспензию 
лейкоцитов и 0,1% раствор трипанового синего с эозином. Полученной 
смесью заполняют камеру Горяева, выжидают 1-2 минуты для оседания 
клеток и производят учет количества окрасившихся клеток на 100 
сосчитанных лейкоцитов. Живые лейкоциты не окрашиваются, тогда как 
при повреждении клеток, вследствие повышения проницаемости 
мембраны, красители проникают внугрь. При этом трипановый синий 
окрашивает ядро, а эозин - цитоплазму клеток. Количество мертвых 
клеток не должно превышать 5-7%.
Одновременно с оценкой жизнеспособности клеток осуществ­
ляют контроль клеточной суспензии в камере Горяева на отсутствие
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конгломератов. При их наличии проводят дополнительное 
ресуспензирование.
3. Приготовление рабочей суспензии лейкоцитов. Для этого под­
считывают количество только мононуклеаров в исходной суспензии и 
доводят их концентрацию до 2-2,5х109 кл / л (8-10 лимфоцитов в 1 
большом квадрате камеры Горяева) путем добавления раствора Хенкса.
4. Подготовка эритроцитов барана (ЭБ).
Кровь барана получают накануне путем венепункции и набирают 
в сухую чистую пробирку с антикоагулянтом, либо производят ее 
дефибринирование (перемешивают до отделения сгустка фибрина 10-12 
мл крови в пробирке, содержащей 20-25 стеклянных бусин, диаметром
2-4 мм). В кровь добавляют антибиотики из расчета приблизительно 100 
ЕД/мл крови и хранят при температурю 4°С в течение не более 2 - 2,5 
недель.
Отмывание эритроцитов барана. 0,1 мл ЭБ переносят в пробирку, 
добавляют 5-10 мл физиологического раствора хлористого натрия и 
центрифугируют при 1000 об/мин в течение 10-20 мин. Прюцедуру 
повторяют трижды, пока над осадочная жидкость не станет полностью 
прозрачной.
Для приготовления рабочей концентрации ЭБ, осадок 
эритроцитов разводят в 10 мл раствора Хенкса. Рабочую суспензию ЭБ 
проверяют в камере Горяева на отсутствие конгломератов и 
подсчитывают полученную концентрацию ЭБ. Для этого отбирают 0,1 
мл суспензии ЭБ, доводят до 1 мл раствором Хенкса и подсчитывают в 
камере Горяева. Правильно подготовленная рабочая концентрация ЭБ 
составляет 50-100 эритроцитов в 1 квадрате камеры Горяева при 
десятикратном разведении.
П ост ановка  реакции.
1. Подготовленные заранее рабочие суспензии лейкоцитов и 
эритроцитов барана ресуспензируют и смешивают в равных объемах по 
0,1 мл в центрифужных пробирках. Соотношение ЭБ: лейкоциты должно 
составлять 50-100:1.
2. Смесь инкубируют в термостате при 37°С 15 мин, затем цен­
трифугируют 2-3 минуты при 1000 об/мин и инкубируют в холо­
дильнике при 4°С в течение 1 часа.
3. После извлечения проб из холодильника над осадочную жид­
кость удаляют пипеткой. К осадку клеток добавляют 0,1 мл 0,06% 
раствора глютарового альдегида, осторожно ресуспензируют, не 
допуская вспенивания, оставляют на 1 минуту при комнатной тем­
пературе, а затем делают мазки. Для этого клетки собирают пипеткой и 
выливают ее содержимое на обезжиренное предметное стекло с 
одновременным плавным движением руки слева направо.
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4. Мазки высушивают на воздухе, фиксируют 96° этанолом в те­
чение 10 минут, окрашивают готовым раствором Романовского-Гимзы, 
который перед употреблением разводят в 10 раз по прилагаемой к 
раствору инструкции. Время окраски устанавливается опытным путем, 
так как существенно зависит от толщины изготавливаемых мазков и 
партии красителя. Продолжительность окрашивания составляет 
приблизительно 1 - 5 минут.
5. Просматривают мазок под иммерсионным увеличением, под­
считывая количество розеток на 200 сосчитанных лимфоцитов. За 
розетку принимают лимфоцит, прикрепивший 3 и более эритроцитов. 
Подсчет допустим только в той части мазка, где клетки лежат одиночно, 
не наслаиваясь друг на друга. Подсчитывают целые, неразрушенные 
клетки, причем только лимфоциты, не принимая во внимание другие 
лейкоциты.
Нормальные значения Т-общих лимфоцитов у здоровых лиц 
среднего возраста 58% - 70%.
5.3. Определение количества В-лимфоцитов методом спонтан­
ного розеткообразования с эритроцитами мыши.
Принцип метода: на поверхности В-лимфоцитов находятся 
рецепторы, имеющие сродство к эритроцитам мыши. При смешивании 
эритроцитов мыши и лимфоцитов человека, имеющих соответствующие 
рецепторы, происходит «прилипание» эритроцитов к лимфоцитам и 
образование «розеток». Рецепторы к эритроцитам мыши несут 
преимущественно молодые формы В-клеток.
Реактивы:
• 0,9% раствор хлористого натрия;
• раствор Хенкса;
• 0,06% раствор глютарового альдегида на растворе Хенкса;
• свежие эритроциты беспородных мышей;
• азур-эозин по Романовскому;
• этанол 96°;
• 0,1% р-р трипанового синего с эозином,
• 0,84% водный раствор хлористого аммония.
Ход исследования.
1.Получение эритроцитов мыши.
Эритроциты мыши (ЭМ) берут накануне в сухую чистую 
пробирку с гепарином (хранение при 4°С в течение 1 недели). Мышиные 
эритроциты получают путем декапитации беспородных или линейных 
мышей. В последнем случае желательно взять мышей нескольких линий, 
так как они дают разный уровень ЭМ-розеток. 0,1-0,2 мл суспензии ЭМ 
переносят в пробирку, добавляют 5-10 мл физиологического раствора и
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центрифугируют при 1000 об/мин в течение 10-20 мин. Процедуру 
повторяют трижды, пока надосадочная жидкость не станет прозрачной.
После отмывания из осадка берут 0,035 мл отмытых ЭМ и раз­
водят в 3,5мл раствора Хенкса. Проверяют суспензию клеток в камере 
Горяева на отсутствие конгломератов и концентрацию ЭМ. Для этого 0,1 
мл готовой однородной суспензии ЭМ доводят до 1 мл раствором 
Хенкса и подсчитывают в камере Горяева (30-50 эритроцитов в 1 
квадрате).
П ост ан овка  реакции.
Реакцию ставят в центрифужных пробирках. Смешивают в рав­
ных объёмах по 0,1 мл рабочей суспензии ЭМ и взвеси лейкоцитов. 
Соотношение ЭМ:лейкоциты должно составлять 30-50:1.
Смеси инкубируют в термостате при 37°С 15 мин, затем цен­
трифугируют при 1000 об/ мин и инкубируют в холодильнике при 4°С в 
течение часа.
Над осадочную жидкость удаляют пипеткой, к осадку клеток 
добавляют 0,1 мл 0,06% раствора глютарового альдегида, осторожно 
ресуепензируют, без вспенивания; оставляют на 1 мин при комнатной 
температуре, а затем делают мазки на обезжиренных предметных 
стёклах,
Мазки высушивают, фиксируют 96° этанолом 10 минут, окра­
шивают азур-эозином по Романовскому. Подсчитывают под 
иммерсионным увеличением количество розеткообразующих клеток на 
200 лимфоцитов, считая за розетку лимфоцит, прикрепивший 3 и более 
эритроцитов.
Норма для взрослых здоровых лиц среднего возраста - 2-7 %.
К линическое значение.
Относительное количество ЭМ-розеткообразующих Ii- 
лимфоцитов в крови является достаточно стабильным показателем, мало 
изменяющимся в зависимости от физиологического состояния 
организма, а также при патологических процессах.
Повышение количества В-лимфоцитов с рецепторами к ЭМ до 15- 
20 %  может наблюдаться при хронических, длительно текущих 
воспалительных заболеваниях и является свидетельством активной 
пролиферации В-клеток в ответ на антигенный стимул.
5.4.Оценка фагоцитарной активности нейтрофилов по 
поглощению зимозана.
П ринцип м ет ода: основан на определении способности
нейтрофилов поглощать тест-частицы. В качестве объектов фагоцитоза 
могут, быть использованы микробные взвеси, дрожжевые частицы, 
латекс, формалицизированные эритроциты животных, зимозан и т. д. 
Способ их приготовления сходен, различаются лишь рабочие
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концентрации. В качестве примера приводим методику анализа захвата 
зимозана нейтрофилами.
Р еакт ивы :
• Окрашенная суспензия зимозана;
• 0,9% раствор хлорида натрия;
• 0,1% раствор нейтрального красного.
Х о д  исследования.
1. Подготовка лейкоцитов.
Кровь, взятую в количестве 5-6 мл путём венепункции с гепа­
рином из расчёта 20 ЕД гепарина на 1 мл крови, отстаивают в течение 30 
минут при 37°С и 15 мин при комнатной температуре.
Плазму, обогащенную мононуклеарами, отбирают и используют в 
других исследованиях. Оставшиеся клетки центрифугируют 10 -15 мин 
при 1000 об/мин и собирают образовавшуюся плёнку, обогащенную 
нейтрофильнымн лейкоцитами, в пластиковую пробирку. Лейкоциты 
разводят физиологическим раствором в 2 раза (до концентрации 5-6x10® 
кл/л).
2. Подготовка суспензии зимозана.
Приготовление исходной суспензии. 50 мг зимозана кипятят в 10 
мл дистиллированной воды на водяной бане в течение 1часа, затем 
тщательно перемешивают на магнитной мешалке в течение 8-10 часов 
(можно 3-5 часов, если большой магнит). Взвесь центрифугируют при 
1000 об/мин в течение 20 минут, удаляют над осадочную жидкость и 
осадок ресуспензируют в 10 мл свежего физиологического раствора 
(хранение в холодильнике 5-6 недель при 4°С).
Окрашивание зимозана: 10 мл исходной суспензии зимозана 
центрифугируют 10 мин при 1500 об/мин, надосадочную жидкость 
удаляют. Осадок разводят в 2-3 мл физиологического раствора, до­
бавляют 0,2 мл 10% спиртового раствора кристаллвиолета, нагревают на 
водяной бане до кипения.
Центрифугируют при 1500 об/мин 8-10 мин, сливают надоса­
дочную жидкость, к осадку добавляют 7-10 мл дистиллированной воды, 
ресуспензируют и центрифугируют при 1500 об/мин в течение 10 минут. 
Процедуру отмывания повторяют 2 раза. После последнего отмывания 
надосадочную жидкость сливают и к осадку добавляют 2 мл раствора 
Люголя (для фиксации красителя), ресуспензируют и нагревают до 
кипения на водяной бане.
Осаждают частицы зимозана путем центрифугирования при 1500 
об/мин в течение 10 мин и отмывают 2-3 раза 96° этанолом до 
просветления надосадочной жидкости, а затем 2-3 раза 0,9% раствором 
хлорида натрия. После последнего отмывания полученный осадок 
доводят до первоначальной концентрации (5 мг/мл) физиологическим 
раствором (контроль в камере Горяева - 120-150 частиц в одном
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квадрате). Окрашенный зимозан можно хранить при 4°С в течение 1 
месяца.
Опсонизация окрашенного зимозана: 0,15мл готового зимозана 
центрифугируют 3 минуты при 1000 об/мин, удаляют надосадочную 
жидкость. К осадку добавляют 0,5-0,7мл объединенной сыворотки не 
менее 5 доноров, ресуспензируют и инкубируют в термостате при 37°С в 
течение 40 минут. После инкубации взвесь центрифугируют 10 мин при 
1000 об/мин, удаляют надосадочную жидкость, осадок ресуспензируют в 
0,15 мл свежего физиологического раствора.
Приготовление рабочего разведения зимозана. Готовят рабочее 
разведение зимозана в забуференном физиологическом растворе или 
растворе Хенкса из расчета 0,15 мл суспензии в 1 мл забуференного 
физиологического раствора. Суспензию контролируют в камере Горяева 
на отсутствие конгломератов и соответствие рабочей концентрации (60- 
70 частиц зимозана в одном квадрате камеры Горяева).
3. Постановка реакции
В пластиковые пробирки вносят в равных объёмах (по 0,1 мл) 
лейкоциты и преопсонизированный окрашенный зимозан, инкубируют 
смесь 30 минут при 37°С.
Центрифугируют при 1000 об/мин 2-3 минуты, аккуратно пи­
петкой снимают надосадочную жидкость, осевшие клетки 
ресуспензируют и из полученной взвеси делают мазки.
Препараты высушивают при комнатной температуре, фиксируют 
96 этанолом и окрашивают 0,1% раствором нейтрального красного 10- 
15 минут. Мазки микроскопируют под иммерсионным увеличением, 
учитывая клетки, поглотившие 1 и более частиц зимозана на 200 
сосчитанных нейтрофилов. Определяют количество (в процентах) 
нейтрофилов, поглотивших тест-частицы - ф агоцит арны й индекс, и 
среднее число фагоцитированных частиц на один нейтрофил - 
ф агоц и т арное число.
Норма фагоцитарной активности нейтрофилов у людей среднего 
возраста при использовании в качестве тест-частиц зимозана 
составляет:фагоцитарный индекс 50-70 %, фагоцитарное число 4-8.
К линическое значение.
Поглотительная способность фагоцитов может повышаться при 
острых и хронических инфекционных заболеваниях. Снижение 
фагоцитарной активности лейкоцитов может снижаться при часто 
рецидивирующих гнойно-воспалительных процессах, длительно 
незаживающих ранах.
5.5. Определение базальной и стимулированной 
метаболической активности нейтрофилов в реакции восстановления 
нитросинего тетразолия (НСТ-тест ).
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П ринцип м ет ода: под влиянием биооксидантов (перекись во­
дорода, свободные радикалы), образующихся в нейтрофилах при 
усилении их метаболической активности, нитросиний тетразолий (НСТ) 
восстанавливается в диформазан, который в виде гранул откладывается 
внутри или на поверхности клетки.
Тест позволяет оценить базальный и индуцированный различ­
ными стимуляторами уровень активации нейтрофилов (соответственно 
спонтанный и индуцированный НСТ-тест). В качестве стимуляторов 
метаболической активности используют корпускулярные агенты 
(бактерии, зимозан, латекс) либо поверхностно-активные вещества.
Р еакт ивы ;
• 0,1% раствор нитросинего тетразолия на 0,9% растворе МаС I;
• суспензия зимозана;
• 0,9 % раствор хлористого натрия;
• 0,1% раствор нейтрального красного.
Х о д  исследования.
Получение лейкоцитов и подготовка зимозана производится 
аналогично методу оценки фагоцитоза (см. п.5.5.).
В пластиковых пробирках смешивают для определения базаль­
ной активности по 0,05 мл суспензии лейкоцитов, физиологического 
раствора и 0,1% раствора нитросинего тетразолия, а для определения 
индуцированной активности по 0,05 мл суспензии лейкоцитов, рабочей 
суспензии зимозана и 0,1% раствора нитросинего тетразолия.
Смесь инкубируют 15 минут в термостате при 37°С, затем 15 
минут при комнатной температуре. Центрифугируют при 1000 об/мин в 
течение 3 минут, надосадочную жидкость удаляют, а к осадку 
добавляют 0,1 мл физиологического раствора. Клетки аккуратно 
ресуспензируют и делают мазки на предметных стеклах.
После высыхания на воздухе мазки фиксируют 96° этанолом, 
окрашивают 0,1% раствором нейтрального красного 10-15 минут. Мазки 
микроскопируют под иммерсионным увеличением, учитывая количество 
формазан-положительных гранулоцитов (содержащих черные глыбки 
формазана) при подсчёте не менее 200 гранулоцитов.
Норма у здоровых взрослых лиц среднего возраста: базальная 
активность 2-12%, стимулированная активность 40-60%.
К линическое значение.
Наиболее целесообразно одновременное определение показателей 
спонтанного и индуцированного НСТ-теста. Величина спонтанного 
НСТ-теста отражает исходную степень функционального раздражения 
нейтрофилов, а индуцированного НСТ-теста - общий резерв системы, ее 
способность к завершенному фагоцитозу.
Адекватной реакцией иммунной системы при острых воспали­
тельных процессах бактериальной природы является повышение
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показателей спонтанного НСТ-теста и некоторое снижение (при 
тяжелых процессах) индуцированного теста, что является следствием 
раздражения нейтрофилов поступившим патогеном. При улучшении 
клинического состояния больного метаболическая активность 
нейтрофилов постепенно нормализуется. Повышенные значения НСТ- 
спонтанного отмечаются вплоть до полного удаления из организма 
патогена.
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Тема: Коллоквиум. Организация лабораторной службы.
Общеклинические, гематологические и иммунологические методы 
исследования.
1. ЦЕЛЬ ЗАНЯТИЯ.
1.1.Заключительный контроль знаний по изученным разделам 
клинической лабораторной диагностики.
1.2..Контроль практических навыков.
2. СОДЕРЖАНИЕ ЗАНЯТИЯ.
2.1. Контроль знаний по изученным разделам клинической 
лабораторной диагностики.
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2.1. Контроль практических навыков.
3. ВОПРОСЫ ПО ТЕМЕ ЗАНЯТИЯ.
3.1. Подготовка пациента, забор, хранение и обработка материала 
для общего клинического анализа мочи, исследования транссудатов и 
экссудатов, цереброспинальной жидкости и мокроты, общего 
клинического анализа крови, для иммунограммы. Меры безопасности 
при работе с биоматериалом.
3.2. Лабораторные исследования физических и химических 
свойств мочи и их аналитическая оценка. Характеристика 
микроскопических методов исследования мочи. Ориентировочный и 
количественные методы (по Нечипроренко и Каковскому -  Аддису).
3.3. Лабораторные методы исследования физических и 
химических свойств транссудатов, экссудатов, цереброспинальной 
жидкости и мокроты, их аналитическая оценка.
3.4. Основные этапы развития и дифференцировки клеток крови.
3.5. Морфология эритроцитов и лейкоцитов на различных этапах 
дифференцировки в костном мозге и в периферической крови.
3.6. Основные правила приготовления мазков для изучения 
морфологии клеток крови. Методы окраски мазков для исследования 
лейкоцитарной формулы и подсчета ретикулоцитов. Понятие 
«лейкоцитарная формула» и ее особенности у различных возрастных 
групп.
3.7. Морфология тромбоцитов на различных этапах 
дифференцировки в костном мозге и периферической крови.
3.8. Показатели общего клинического анализа крови. 
Характеристика методов определения гемоглобина, СОЭ, цветового 
показателя, количества эритроцитов, лейкоцитов и подсчета 
лейкоцитарной формулы.
3.9. Исследование показателей общего анализа крови с помощью 
гематологического анализатора. Принцип работы прибора, виды 
определяемых параметров.
3.10. Изменения параметров общего анализа крови при патологии 
(анемии, гемобластозы, воспаление). Уровень СОЭ, Нв, количество и 
морфология эритроцитов, лейкоцитов, тромбоцитов.
3.11. Понятие иммунограмма. Методы исследования уровня Т и 
В-лимфоцитов (Е-РОК, М-РОК, иммунофенотипирование). Методы 
исследования фагоцитарной и бактерицидной активности нейтрофилов 
(реакция фагоцитоза, НСТ-тест), уровня иммуноглобулинов (реакция 
преципитации по Манчинни) и циркулирующих иммунных комплексов. 
Их диагностическое значение.
3.12. Практические навыки:
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- организация рабочего места для выполнения лабораторных 
исследований;
- приготовление реагентов в необходимой концентрации;
- прием, маркировка и хранение биологического материала;
- выполнение общего анализа крови;
- выполнение общего анализа мочи;
- оформение результатов лабораторных исследований;
Р а зд ел  5. Л а б о р а т о р н ы е  и ссл ед о ва н и я  си ст ем ы  гем ост аза . 
Тема: Исследование первичного гемостаза.
Гемостаз -  это совокупность процессов и факторов, которые 
поддерживают целостность сосудистой стенки и жидкое состояние 
крови, а также предупреждают и прекращают кровотечение. Главная 
функция этой системы — образование фибринового сгустка.
Система гемостаза включает в себя морфофункциональные 
компоненты: сосудистую стенку, тромбоциты и другие форменные 
элементы крови, плазменные факторы свертывания крови, систему 
антикоагулянтов, систему фибринолиза.
Условно систему гемостаза принято делить на первичный 
гемостаз, он заканчивается образованием тромбоцитарного тромба, и 
вторичный гемостаз, который закачивается образованием фибрина. 
Система фибринолиза приводит к лизису тромба.
Процесс свертывания включает в себя факторы свертывания плазмы 
крови, фибринолитическую и антикоагулянтную системы, и состоит из трех 
основных этапов:
Первый этап - первичный гемостаз, в котором участвуют, в основном, 
сосуды и тромбоциты. Он заканчивается образованием тромбоцитарного 
сгустка.
Второй этап - вторичный гемостаз, в котором участвуют 
преимущественно плазменные факторы. Он закачивается образованием 
окончательного фибринового тромба.
Третий этап - фибринолиз, приводящий к растворению тромба.
Основными функциональными компонентами гемостаза являются:
1) сосудистая стенка;
2) клетки крови;
тромбоциты выделяют тромбоцитарные факторы, которые 
обозначаются арабскими цифрами, некоторые из них идентичны по функции 
плазменным факторам;
- лейкоциты и эритроциты также продуцируют целый ряд факторов 
свертывания;
3) белки системы свертывания плазмы крови.
4) тканевые факторы гемостаза - тканевой тромбопластин.
В зависимости от механизма остановки кровотечения различают 2 типа 
гемостаза: первичный и вторичный.
Первичный гемостаз - (микроциркулярный) или сосудисто- 
тромбоцитарный гемостаз. Он обеспечивает остановку кровотечения из 
капилляров, мелких вен и артерий. Основными компонентами 
первичного гемостаза являются сосудистая стенка и тромбоциты.
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Сосудистая стенка предотвращает потерю крови из сосудов. В этом 
процессе участвуют все компоненты сосудистой стенки: эндотелий, 
субэндотелий, средняя и наружная оболочка, гладкомышечные клетки.
Нормальный, неповрежденный эндотелий функционирует как 
мощная антикоагулянтная поверхность, которая не привлекает к себе 
клеточные компоненты крови и не активирует белки свертывания крови.
При повреждении эндотелиальных клеток обнажается 
субэндотелий, обладающий прогоагулянтными свойствами. При 
контакте тромбоцитов с субэндотелиальными структурами, например с 
коллагеном, происходит их активация. Активированные тромбоциты 
меняют свою форму. Они уплощаются, у них появляутся выросты.
Происходит адгезия (прилипание) тромбоцитов к краям дефекта 
сосудистой стенки, затем агрегация (склевание между собой). Далее 
происходит секреция биологически активных веществ, содержащихся в 
гранулах тромбоцитов, что еще больше усиливает агрегацию 
тромбоцитов. В результате формируется тромбоцитарный тромб. 
Одновременно из поврежденных тканей выделяется тканевой 
тромбопластин. Он взаимодействует с белковыми факторами плазмы, в 
результате чего образуется некоторое количество тромбина и затем 
фибрина, который укрепляет тромбоцитарный тромб. На этом 
кровотечение из мелких сосудов купируется.
Правила взятия крови на исследование.
Показатели определяют в цельной крови стабилизированной 3,8% 
цитратом натрия в соотношении 9/1. В зависимости от цели 
исследования готовят плазму, обогащенную тромбоцитами 
(центрифугирование крови 1000-1500 об/мин 5-7 мин) или 
бестромбоцитарную плазму (центрифугирование крови 3000-4000 
об/мин 15-20 мин).
Во время взятия крови следует избегать наложения жгута и 
массажа, которые активируют процесс свертывания и фибринолиз. 
Плазма не должна содержать следов гемолиза и примеси эритроцитов.
Коагупограмма - комплекс лабораторных тестов, 
характеризующих вторичный гемостаз.
Гемостазиограмма - комплекс лабораторных тестов, характеризующих 
и первичный, и вторичный гемостаз. Она кроме показателей свертывания 
крови, включает лабораторные тесты, отражающие состояние сосудистой 
стенки, количество и качество тромбоцитов.
1. ЦЕЛЬ ЗАНЯТИЯ.
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1.1. Изучить теоретический материал по теме занятия.
1.2. Освоить определение длительности кровотечения по Дюке и 
подсчет количества тромбоцитов в мазке периферической крови .
1.4. Дать аналитическую оценку методов.
2. СОДЕРЖАНИЕ ЗАНЯТИЯ.
2.1. Тестовый контроль по теме занятия.
2.2. Разбор теоретического материала по теме занятия.
2.3. Лабораторная работа: «Определение длительности
кровотечения по Дюке и подсчет количества тромбоцитов в мазке 
периферической крови».
3. ВОПРОСЫ ПО ТЕМЕ ЗАНЯТИЯ.
3.1. Понятие о системе свертывания крови. Первичный гемостаз.
3.2. Роль эндотелия в регуляции соудисто-тромбоцитарного 
гемостаза.
3.3. Роль субэндотелия в регуляции сосудисто-тормбоцитарного 
гемостаза.
3.4. Особенности образования, строения тромбоцитов и их 
участие в системе гемостаза.
3.5. Образование тромбоцитарного тромба.
3.6. Участие производных арахидоновой кислоты в регуляции 
первичного гемостаза.
3.7. Лабораторные методы исследования первичного гемостаза.
4. ВОПРОСЫ ДЛЯ САМОСТОЯТЕЛЬНОГО ИЗУЧЕНИЯ.
4.1. Понятие агрегатограмма. Принцип работы агрегометра.
4.2. Пробы на резистентность сосудистой стенки.
5. ЛАБОРАТОРНАЯ РАБОТА.
5.1. Определение длительности кровотечения по Дюке.
Принцип метода: Определяется длительность кровотечения из 
капилляров (артериол и венул) кожи, возникшего в результате строго 
дозированного ее прокола.
Ход исследования:
На ногтевой фатанге безымянного пальца (между ногтевым ложе и 
суставом) наносится укол стерильным ланцетом глубиной не менее 3 мм. 
Сразу после прокола включают секундомер. Выступающие самостоятельно 
капли крови промокают фильтровальной бумагой через каждые 15-30 с, не 
прикасаясь ею к ранке. Секундомер останавливают в момент прекращения 
вытекания крови.
Это исследование можно проводить, используя прокол кожи ниже 
наружного края мочки уха. Мочку уха согревают между пальцами в
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течение одной минуты, протирают спиртом и вновь согревают теплом 
настольной лампы до полного высыхания спирта. Стерильным копьем 
производят прокол кожи у нижнее наружного края мочки уха глубиной 
3,5мм. Сразу же после прокола включают секундомер, растягивают края 
ранки, не касаясь ее. Выступающие капли крови промокают через каждые 
15-30 с фильтровальной бумагой, не прикасаясь ею к ранке. Секундомер 
останавливают в момент прекращения вытекания крови. Для большей 
точности тест выполняется дважды на обеих мочках ушей.
В норме продолжительность кровотечения не превышает 5 мин (в 
среднем 2-4 мин.)
Клиническое значение.
Удлинняется при вазопатиях (в том числе лекарственных) 
тромбоцитопениях и тромбоцитопатиях.
5.2. Подсчет количества тромбоцитов.
Принцип метода: основан на определении количества тромбо­
цитов, встречающихся при подсчете 1000 эритроцитов в окрашенных 
мазках крови. Обязателен последующий перерасчет количества 
тромбоцитов в 1 л крови, исходя из содержания в этом объеме 
количества эритроцитов.
Реактивы.
1. Раствор сульфата магния (140 г/л). 2. Раствор этилендиа- 
минтетраацетата натрия (60 г/л ЭДТА). Применяют реактив 1 или 2.
Ход исследования.
Капилляр Панченкова промывают одним из указанных реактивов. 
Затем набирают в него 25 делений (до метки 75) этого реактива и 
переносят на дно серологической пробирки. Кровь из пальца берут тем 
же капилляром до метки «О» (К) и перемешивают ее с реактивом. 
Параллельно берут кровь для подсчета эритроцитов. Из смеси крови с 
раствором сульфата магния или с раствором ЭДТА готовят тонкие 
мазки. Высушивают их на воздухе, подписывают, фиксируют и окраши­
вают краской Романовского в течение 1—2 ч при использовании 
сульфата магния и 30—40 мин при использовании раствора ЭДТА. 
Окрашенный мазок микроскопируют с иммерсионной системой (окуляр 
7 или 10, объектив 90). Тромбоциты окрашиваются в розовато­
фиолетовый цвет, имеют вид округлых образований размером 2—4 мкм.
Подсчет количества тромбоцитов в тонких местах препарата 
производят следующим образом: в каждом поле зрения считают число 
эритроцитов и тромбоцитов, передвигая мазок до тех пор, пока не будут 
просчитаны 1000 эритроцитов. Для удобства счета и большей точности 
следует пользоваться специальным окуляром с уменьшенным полем 
зрения.
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При отсутствии такого окуляра используют ограничитель поля 
зрения (по Фонио), для чего в окуляр вкладывают кружок из черной 
бумаги с отверстием по центру в форме ромба. Ограничитель поля 
зрения вставляют в окуляр, предварительно сняв верхнюю линзу. Затем 
снова навинчивают верхнюю линзу и вставляют окуляр в тубус 
микроскопа. В ограниченном поле зрения должно быть видно около 50 
эритроцитов. Сосчитав 1000 эритроцитов, суммируют общее количество 
встретившихся тромбоцитов, после чего производят перерасчет 
количества тромбоцитов на число эритроцитов в 1 л крови.
Пример расчета. На 1000 эритроцитов подсчитано 60 тромбо­
цитов. Количество эритроцитов в 1 л крови составляет 4,0 х 109. 
Количество тромбоцитов в 1 л крови равно:
60*4,0*1012 =  240,0 х  l ( f  / л
1000
Практически количество тромбоцитов в 1 л крови равно числу 
сосчитанных в мазке тромбоцитов, умноженному на цифру эритроцитов 
в миллионах и на 109 (60 х 4,0 х 109 = 240,0 х 10% ).
Клиническое значение.
Норма тромбоцитов в периферической крови здоровых людей 
180,0—320,0 х 10%. Допускаются пределы колебания числа 
тромбоцитов 150,0—450,Ох 10%.
Тема: Лабораторная оценка коагуляционного гемостаза.
Вторичный гемостаз обеспечивает остановку кровотечения из 
сосудов крупного калибра. Морфофункциональными компонентами его 
являются: сосудистая стенка, тромбоциты и другие форменные 
элементы крови, плазменные факторы свертывания крови, система 
антикоагулянов и система фибринолиза.
Свертывание крови посредством плазменных факторов 
представляет собой каскад реакций, в результате которого образуется 
фибриновый сгусток.
На каждой стадии этого каскада неактивная форма плазменного 
фактора свертывания превращается в активированную форму, которая 
катализирует активацию следующего профактора.
Белковые факторы свертывания плазмы крови, обозначают 
римскими буквами. Нумерация провоилась в порядке их открывания. В 
плазме они находятся в неактивном состоянии. Активные формы 
обозначаются римской цифрой с буквой «а».
Плазменные факторы свёртывания крови.
- I Фибриноген. Из него образуется фибрин.
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- II Протромбин. Под действием протромбиназы протромбин 
превращается в тромбин.
- Ill Тканевой тромбопластин. В большом количестве содержится 
в легких, тканях мозга, сердце, кишечнике, матке, эндотелии сосудов. В 
норме с кровью не контактирует. В кровь попадает при повреждении 
тканей.
- IV Ионы кальция. Участвуют почти на всех этапах гемостаза.
При отсутствии кальция нарушаются все этапы первичного и вторичного 
гемостаза: агрегация тромбоцитов, свертывание крови, ретракция
сгустка, фибринолиз.
- V Проакцелерин. При дефиците этого фактора нарушаются и 
внутренний, и внешний механизмы образования протромбиназы.
- VII Проконвертин. Активация фактора VII происходит под 
действием факторов Ха, ХИа, Х1а, тромбина, калликреина, плазмина. 
Наследственная недостаточность фактора VII встречается редко.
- VIII Антигемофильный глобулин А: коагулянтная часть
(плазменный тромбопластический фактор А). Этот фактор циркулирует 
в крови, будучи связанным, с фактором Виллебранда, который служит 
внутрисосудистым белком-носителем для фактора VIII. Такое 
связывание стабилизирует молекулу фактора VIII, увеличивает период 
ее полужизни и способствует ее транспорту к месту повреждения. 
Врожденным недостатком фактора VIII или снижением его 
коагулянтной активности обусловлено развитие гемофилии А.
- Фактор фон Виллебранда.
- IX Фактор Кристмаса (антигемофильный глобулин В). 
Превращается в активную форму под действием фактора Х1а в 
присутствии Са2+. Основная биологическая функция фактора 1Ха 
заключается в активации следующего фактора - X.
При отсутствии или дефиците фактора IX развивается или 
гемофилия В, при которой наблюдаются носовые кровотечения, 
кровоизлияния в мышцы, суставы, нервную ткань, что приводит к 
соответствующей клинике.
- Фактор X (Фактор Стюарта-Прауэра (фермент для витамина К). 
Активация фактора X происходит под действием фактора Х1а.
Описаны случаи заболевания, связанного с недостатком фактора 
X -  болезнь Стюарта-Прауэра -  протекает с геморрагический синдром.
- XI Плазменный предшественник тромбопластина -  РТА 
(антигемофильный глобулин С, фактор Розенталя, фермент). Основное 
действие фактора Х1а -  расщепление фактора IX, ФХ и плазминогена. 
Описана врожденная недостаточность этого белка -  гемофилия С.
- Фактор XII или фактор Хагемана (ФХ), получил название по 
фамилии больного, у которого был выявлен его дефицит. Это 
наследственное заболевание. При лабораторном исследовании крови у
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таких больных удлиняется время свертывания крови, активированное 
частичное тромбопластиновое время (АЧТВ). Дефицит фактора 
Хагемана не сопровождается геморрагическими проявлениями.
- XIII Фибринстабилизирующий фактор (фибриназа).
Вторичный гемостаз условно делят на три фазы.
1-ая фаза'. Образование протромбиназы -  самая продолжительная 
(от 4 мин 50 сек, до 6 мин 50 сек.). Реакции 1-ой фазы могут 
происходить по внутреннему и по внешнему механизму.
Внутренний механизм (внутрисосудистый).
При этом все необходимые факторы присутствуют в кровотоке, и 
коагуляция начинается с контакта XII фактора с пусковым агентом - 
поврежденной сосудистой стенкой (обнаженным коллагеном), 
иммунными комплексами, эндотоксинами, чужеродной поверхностью 
(при инвазивных лечебных и диагностических процедурах) и т.д.
Активация XII фактора сводится к конформационным 
изменениям и раскрытием его активного центра.
Наличие даже небольшого количества активного фактора XII 
вызывает активацию его субстрата - фактора XI.
Затем происходит цепная реакция, в которой участвуют 
калликреин и кинин, и последовательно активируются факторы XI, IX и 
VIII. В результате образуюется комплекс, который состоит из активных 
плазменных факторов: IXa, Villa, IV, 3 фактора тромбоцитов.
Этот комплекс активизирует X фактор, который тут же 
встраивается в комплекс, состоящий из плазменных факторов Ха, Va, IV 
и факгора 3 тромбоцитов. Этот комплекс называется протромбиназа.
Внешний механизм (тканевой!.
Протекает в 2-3 раза быстрее. Запускается под влиянием 
тканевого тромбопластина - III фактора, получающего контакт с кровью 
при повреждении тканей. В норме тканевой тромбопластин в плазме 
отсутствует. Тканевой тромбопластин в присутствии ионов кальция 
активирует фактор VII. Активный VII фактор, тробопластин (III) и IV 
фактор образуют комплекс, который способен активировать X фактор, 
что также приводит к образованию протромбиназы. С её образованием 
завершается 1 фаза свертывания.
Внешний и внутренний механизмы образования протромбиназы 
могут происходить параллельно.
2- ая фаза. Образование тромбина. Длится 2-5 сек. Под влиянием 
протромбиназы происходит образование из протромбина (И) тромбина 
(На).
3- ая фаза: Образование фибрина. Длится 2-5 сек. Под действием 
тромбина из фибриногена образуются фибрин-мономеры, затем фибрин- 
полимеры, которые полимеризуются и выпадают в виде 
переплетающихся нитей фибрина. Эта сеть нитей увлекает за собой
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форменные элементы крови. Образуется рыхлый красный тромб. Он 
очень лабилен и может легко растворяться.
Тромбин в присутствии IV фактора может активировать XIII 
фактор (фибриназу). Фибриназа, воздействуя на лабильный красный 
тромб, может уплотнять его и делать мало растворимым (образуется 
нерастворимый фибрин). При этом образуются дополнительные сшивки 
между нитями фибрина.
Стабилизация фибрина увеличивает эластичность и прочность 
сгустка, повышает резистентность фибрина к разрушению 
фибринолитической системой.
Втечение посткоагуляционного интервала в течение 30-90 мин, 
происходит ретракция (уплотнение) сгустка и спонтанный фибринолиз. 
При этом высвобождается небольшое количество форменных элементов, 
которые можно наблюдать виде осадка на дне пробирки при наблюдении 
процесса свертывания in vitro. Фибринолиз осуществляется 
фибринолитической (плазминовой) системой, которая в неактивном 
состоянии представлена в кровотоке плазминогеном. Плазминоген 
превращается в плазмин в присутствии активаторов плазминогена. 
Функция фибринолитической системы состоит в растворении 
сформировавшихся в кровеносном русле сгустков фибрина до продуктов 
деградации фибрина и фибриногена (ПДФ) и предотвращении 
тормбоэмболий.
Антикоагулянтная система
В антикоагулянтную систему включены различные вещества, 
которые вырабатываются как генетически детерминированные 
компоненты организма или возникают в процессе свертывания крови и 
фибринолиза. Функция этих веществ — препятствовать активации 
факторов свертывания крови, нейтрализовывать и ингибировать 
активные факторы коагуляции, блокировать активацию тромбоцитов, их 
активные формы и (или) тромбоцитарные факторы на стадиях 
протромбиназо- и тромбинообразования, способствующие появлению 
фибрина, а также препятствовать полимеризации фибрин-мономеров.
Все антикоагулянты по механизму действия делятся на 
антитромбопластины, антитромбины и антифибрины.
Физиологические антикоагулянты разделяют на первичные и 
вторичные. Первичные антикоагулянты синтезируются в организме как 
обособленные вещества и с постоянной скоростью выделяются в 
кровоток. Там они взаимодействуют с активными факторами 
коагуляции, нейтрализуя их. Поэтому кровь остается в жидком 
состоянии. Они не действуют на неактивные формы факторов 
коагуляции (проферменты, или прокоагулянты).
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Вторичные естественные антикоагулянты образуются из 
факторов свертывания и других белков в результате гемокоагуляции и 
фибринолиза.
Первичные антикоагулянты всегда присутствуют в плазме, а 
вторичные образуются в результате коагуляционных реакций.
К первичным антикоагулянтам относятся:
- антитромбин III;
- протеин С;
- протеин S;
- ингибитор внешнего пути свертывания (TFPI);
- кофактор гепарина II.
Одним из основных антикоагулянтов является антитромбин III. 
Антитромбин III (АТ-Ш) выполняет роль основного плазменного 
кофактора гепарина, под влиянием которого трансформируется из 
прогрессивного антикоагулянта в ингибитор немедленного действия. 
Антитромбин III обладает мощным антикоагулянтным действием только 
в комплексе с гепарином. Этот комплекс надежно блокирует 
коагуляционные факторы ( На, IXa, Ха, Х1а, ХПа) и калликреин. 
Способность гепарина замедлять свертывание крови и инактивировать 
тромбин и другие факторы гемокоагуляции в значительной степени 
зависит от содержания в крови АТ-Ш: чем меньше последнего в плазме, 
тем гепарин менее эффективен как в пробирочных опытах, так и in vivo. 
Дефицит AT III -  серьезный фактор риска развития венозных тромбозов.
Другим ингибитором свертывания является кофактор гепарина
II. Его действие усиливается во много раз при взаимодействии с 
гепарином. Однако клиническая значимость его невелика.
К антикоагулянтам относится ингибитор внешнего пути 
свертывания (TFPI). Установлено, что он тормозит образование фактора 
Ха по внешнему механизму коагуляции.
а2- Макроглобулин. На долю а2-макроглобулина приходится 3,5 
% общей антитромбиновой активности. Антитромбиновое действие а2- 
макроглобулина особенно четко проявляется при значительной 
депрессии АТ-Ш. В отличие от последнего, а2-макроглобулин не 
ингибирует другие активные факторы свертывания крови, а влияет лишь 
на тромбин. Он обладает более сильным, чем АТ-Ш, антиплазминовым 
действием.
Тромбомодулин служит эндотелиальным рецептором для 
тромбина. Образует комплекс с тромбином в соотношении 1:1, 
инактивирует его и сохраняет только свою функцию — активировать 
протеин
Протеин С — гликопротеин, синтез которого зависит от витамина 
К. Активация протекает относительно медленно, ингибируется Са2.+, а 
ускоряется приблизительно в 1000 раз кофактором —
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тромбомодулином, который находится на поверхности эндотелиальных 
клеток, и К-витаминзависимым гепатогенным фактором — протеином S. 
Антикоагулянтная система протеина С включает в себя целую цепь 
последовательных биохимических реакций. Образующийся в процессе 
коагуляции тромбин связывается на эндотелии с мембранным 
гликопротеином -  тромбомодулином, и вследствие этого теряет всю 
свою коагуляционную активность, но сохраняет способность 
активировать протеин С. После этого активированный протеин С с 
протеином S в качестве кофактора, на фосфолипидной поверхности 
расщепляет фактор Va и фактор Villa. Этот механизм эффективно 
предупреждает дальнейшее образование тромбина и трансформирует его 
в активатор антикоагулянтного механизма.
Вторичными антикоагулянтами являются продукты деградации 
фибриногена и фибрина.
1. ЦЕЛЬ ЗАНЯТИЯ.
1.1. Изучить правила подготовки пациента, забора и 
транспортировки материала для исследования гемостаза.
1.2. Освоить методы исследования вторичного гемостаза и давать 
аналитическую оценку методов.
2. СОДЕРЖАНИЕ ЗАНЯТИЯ.
2.1. Тестовый контроль исходного уровня знаний.
2.2. Разбор теоретического материала по теме занятия.
2.3. Лабораторная работа: «Определение времени свертывания 
венозной крови по Ли-Уайту, АЧТВ, протромбинового времени (ПВ), 
протромбинового отношения (ПО), международное нормализованное 
отношение (МНО), фибриногена А, фибриногена В, этанолового и 
протаминсульфатного тестов, спонтанного фибринолиза».
3. ВОПРОСЫ ПО ТЕМЕ ЗАНЯТИЯ.
3.1. Первая и вторая фазы коагуляционного гемостаза.
3.2. Третья фаза коагуляционного гемостаза.
3.3. Ретракция сгустка.
3.3. Фибринолиз.
3.4. Антикоагулянтная истема.
3.5. Лабораторные методы оценки вторичного гемостаза.
4. ВОПРОСЫ ДЛЯ САМОСТОЯТЕЛЬНОГО ИЗУЧЕНИЯ.
4.1. Активация протеина С и его реакции.
4.3.D -  димеры и методы их определения.
5. ЛАБОРАТОРНАЯ РАБОТА.
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5.1. Определение времени свертывания крови по Ли-Уайту.
Принцип метода: определяется скорость образования сгустка 
венозной крови при 37°С или при комнатной температуре.
Ход исследования.
В сухую чистую пробирку берут кровь из вены сухой стерильной 
иглой. При появлении крови из иглы включают секундомер. Набирают 1 (2) 
мл крови и устанавливают в водяную баню при +37°С. После этого каждые 
30 секунд наклоняют пробирку на 60°-70°С до того момента, когда 
произойдет свертывание и кровь при наклоне перестанет натекать на 
стенку пробирки. При полном свертывании крови выключают секундомер и 
отмечают время свертывания. Тест может выполняться при комнатной 
температуре, но точность и воспроизводимость результатов при этом 
снижаются.
Определение времени свертывания крови в обработанных 
силиконом пробирках является более чувствительным тестом, так как 
исследование проводится в условиях искусственно сниженной 
контактной активации начальной фазы процесса свертывания. 
Силиконовое время свертывания цельной крови особенно ценно для 
выявления скрытой гиперкоагуляции или гипокоагуляции. При 
внутрисосудистой активации XII и XI факторов, появлении в крови 
тромбина, снижении уровня антикоагулянтов время свертывания крови 
укорачивается.
Норма времени свертывания крови по Ли-Уайту 5-10 мин. Норма 
свертывания крови в пробирках, покрытых силиконом, 14-20 мин.
Отношение времени свертывания крови в силиконированной 
пробирке к времени свертывания крови (ВСК) в несиликонированной 
называется индексом контакта (ИК) и вычисляется по формулепо 
формуле:
ИК — ВСК в силиконированной пробирке / ВСК в несиликонированной пробирке
В норме ИК составляет 1,5-2,5 условных единиц. Уменьшение ИК 
(менее 1,5) свидетельствует о состоянии гиперкоагуляции, а увеличение 
его (более 2,5-3) свидетельствует о гипокоагуляции.
Клиническое значение.
Тест дает примерное представление о взаимодействии 
свертывающей и антикоагулянтной систем. Увеличение этого показателя 
более нормы свидетельствует о гипокоагуляции у больного и 
наклонности к кровотечению, уменьшение - о гиперкоагуляции и 
склонности к тромбоопасным ситуациям.
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5.2. Определение АЧТВ (активированного частичного 
тромбопластинового времени), кефалин-каолинового времени 
плазмы.
Принцип метод: исследование проводится при стандартизации как 
фосфолипидной (кефалином), так и контактной (каолином) активации 
процесса свертывания крови.
В качестве частичного тромбопластина (заменителя 
фосфолипидного 3 фактора тромбоцитов) используют эритрофосфатид 
производства Белорусскою НИИ переливания крови или используют 
кефалин, полученный из мозгового тромбопластина. Их тестируют на 
нормальной пул-плазме.
Ход исследования
Исследуется бедная тромбоцитами цитратная плазма. В пробирку с 
0,1 мл плазмы добавляют 0,1 мл эритрофосфатид-каолиновой смеси, 
энергично встряхивают и инкубируют точно 5 мин при 37°С в водяной 
бане. Затем добавляют 0,1 мл 0,025М СаС12 и отмечают время 
образования сгустка.
Норма АЧТВ 35 - 38 с.
При применении кефалина к ОД мл бедной тромбоцитами плазмы, 
взятой в несиликонированиуто пробирку, добавляют ОД мл суспензии 
каолина. Смесь встряхивают и устанавливают на 2 мин в водяную баню 
(37°С). Через 2 мин в смесь добавляют 0,2 мл равных объемов кефалина и 
раствора хлористого кальция, подогретых на водяной бане, немедленно 
включают секундомер, определяют время свертывания плазмы.
Норма каолин-кефалинового времени 30 - 45 с. Учитывая, что в 
разных тест - наборах норма АЧТВ варьирует, следует определять 
индекс отношения АЧТВ больного к АЧТВ донора. В норме он 
составляет 0,8 -1^2.
Клиническое значение. Кефалин-каолиноный тест - высоко- 
стандартизованная коагуляционная проба, чувствительная только к 
плазменным дефектам свертывания, особенно к дефициту XII, XI, IX, VIII 
факторов, а также к избытку в плазме антикоагулянтов. Увеличение этого 
показателя более 50с свидетельствует о гипокоагуляции у больного и 
наклонности к кровотечению, уменьшение менее 30с - о гиперкоагуляции 
и склонности к тромбоопасным ситуациям. Тромбоцитопения и 
качественная неполноценность тромбоцитов на показаниях теста не 
сказывается, т.к. добавляемый кефалин (эритрофосфатид) заменяет 
фосфолипидный фактор тромбоцитов. Добавление взвеси каолина - 
вещества, обладающею высокой контактной активностью, 
стандартизирует начальную фазу процесса свертывания крови и 
значительно ускоряет этот процесс.
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5.3. Протромбиновое время (ПВ), протромбиновый индекс 
(ПИ), протромбиновое отношение (ПО), международное 
нормализованное отношение (МНО).
Протромбиновое время.
Принцип метода: определение времени образования сгустка 
плазмы при добавлении к ней избытка тромбопластина и оптимального 
количества кальция. Для определения протромбинового времени 
необходимо использовать тромбопластин, тестированный по 
международному индексу чувствительности (МИЧ, ISI).
Ход исследования.
Готовят тромбопластин-кальциевую смесь (0,1 мл тромбопластина и 
0,1 мл 0,025 моль/л хлористого кальция), прогревают на водяной бане при 
+37°С в течение 60 с, добавляют к смеси 0,1 мл цитратной плазмы, 
полученной из венозной крови (9:1). Отмечают время свертывания 
плазмы с момента добавления последнего ингредиента. Норма 12-15 с.
Протромбиновый индекс (ПИ):
ПВ донора
ПИ = ------- ------
ПВ больного
Норма. 0,7 -  1,1
Международное нормализованное отношение (МНО).
Определяют МНО, исходя из протромбинового отношения и МИЧ, 
который указан для данной серии тромбопластина:
МНО= ПОшч
Протромбиновое отношение (ПО) определяют как отношение 
протромбинового времени (ПВ) пациента к протромбиновому времени 
донора. Рассчитывают ПО по формуле:
ПВ больного
ПО = .........................
ПВ донора
Фирмы - производители наборов и реагентов для определения 
тестов коагулограммы прилагают таблицы пересчета Г10 в МНО в 
зависимости от МИЧ тромбопластина.
Норма. 0,9-1,2.
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Клиническое значение.
ПВ удлинено (ПИ снижен, ПО и МНО повышены) -  врожденный 
дефицтит факторов II, V, VII, X, хронисческие заболевания печени с 
нарушением функции, дефицит витамина К (холестаз, мальабсорбция, 
дисбактериоз), лечение антикоагулянтами непрямого действия,
гипофибриногенемия (менее 0,5 г/л), дисфибриногенемия и нарушение 
полимеризации фибрина, ДВС-синдром, присутствие ингибиторов 
свертывания (ПДФ, гепарин).
ПВ укорочено (ПИ увеличен, ПО и МНО снижены) -  состояние 
гиперкоагуляции, возникает при массивном поступлении тканевого 
тромбопластина в кровоток (травма, некроз), наблюдается также во время 
беременности и родов.
5.4. Тромбиновое время.
Принцип метода: определяется время свертывания плазмы
исследуемого под влиянием тромбина, активность которого
стандартизирована на плазме доноров.
Готовят раствор тромбина, свертывающий плазму здорового 
человека за 10 - 13 с либо 15-17 с. Более слабые растворы тромбина дают 
менее точные результаты. Время образования сгустка плазмы 
обозначается как тромбиновое время.
Ход исследования.
В пробирку вносят 0,1 мл исследуемой плазмы. Прогревают в 
водяной бане (+37°С) 60 с, затем добавляют 0,1 мл раствора тромбина, 
отмечают время образования сгустка.
Норма - тромбиновое время доноров.
Клиническое значение.
Удлинение тромбинового времени отмечается при передозировке 
гепарина, накоплении в плазме крови продуктов деградации 
фибриногена/фибрина (ПДФ): при ДВС-синдроме, массивных
тромбоэмболиях, лечении фибринолитическими препаратами, при 
некоторых заболеваниях, при выраженной гипофибриногенемии и 
дисфибриногенемии (молекулярные дефекты фибриногена). Полная 
несвертываемость по тромбиновому тесту наблюдается сразу же после 
внутривенного введения большой дозы гепарина и в терминальной стадии 
острого ДВС-синдрома. Благодаря высокой чувствительности
тромбинового времени к гепарину, методику используют для контроля за 
гепаринотерапией. Ошибочные результаты могут быть получены при 
исследовании крови, взятой из сосудистого катетера с гепариновым 
покрытием.
5.5. Определение концентрации фибриногена А в плазме.
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Принцип метода. Образовавшийся после свертывания плазмы 
фибрин быстро высушивается и по его массе определяется концентрация 
фибриногена в плазме. Количество образовавшегося фибрина эквивалентно 
содержанию фибриногена в плазме.
Ход исследования.
К 1 (0,5) мл исследуемой плазмы последовательно добавляют 0,1 
(0,05) мл раствора тромбопластина и 0,1 (0,05) мл 0,45 М (5%) раствора 
хлорида кальция. Смесь инкубируют на водяной бане при + 37°С 10 мин, 
после чего образовавшийся сгусток переносят на обеззоленный 
бумажный фильтр и просушивают другим фильтром до тех пор, пока на 
фильтре не перестанут определяться следы влаги. Затем высушенный 
фибрин взвешивают на торсионных весах.
Нормальное значение массы сгустка 9-15 мг.
Для определения концентрации фибриногена в г/л массу сгустка 
фибрина умножают на экспериментально установленный коэффициент 
0,222. В норме содержания фибриногена - 2-4 (1,75 -3,75) г/л.
Клиническое значение.
Дает информацию о количестве основного коагуляционного 
субстрата.
5.6. Определение фибриногена В.
Принцип метода:фибриноген В - промежуточный продукт 
превращения фибриногена в фибрин. Появляется при внутрисосудистой 
активации свертывания крови. Прибавление к сыворотке раствора р - 
нафтола при наличии в ней фибриногена В приводит к выпадению 
последнего в виде нитей, гранул или сгустка
Ход исследования.
В две пробирки наливают по 1 (0,5) мл цитратной плазмы. В 
первую пробирку (контроль) добавляют 5 (3) капель 50% этилового спирта, 
а во вторую (опыт) - 5 (3) капель 2% спиртового раствора р - нафтола 
Пробирки встряхивают и оставляют на 10 мин при комнатной 
температуре. Спустя 10 мин отмечают результат реакции.
Клиническое значение.
В плазме здоровых людей проба с Р - нафтолом отрицательная. При 
положительной реакции на фибриноген В в пробирке с р - нафтолом 
выпадает осадок в виде грубых хлопьев, а при резко положительной 
реакции образуется сгусток. Положительный тест на фибриноген В 
указывает на внутрисосудистую активацию свертывающей системы крови. 
Однако определение фибриногена В не является специфическим тестом, так 
как р - нафтол осаждает не только фибрин-мономерные комплексы, но и 
другие измененные белки. Поэтому тест нередко бывает положительным 
при выраженных диспротеинемиях, гиперфибриногенемиях
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воспалительного характера. В последнее время этот тест используется 
реже в связи с его малой чувствительностью и специфичностью.
5.7. Этаноловый тест.
Принцип метода. Появление желеобразной массы (сгустка) в 
плазме при добавлении 50% раствора этанола свидетельствует о наличии 
несвертывающихся тромбином комплексов фибрин-мономеров с 
продуктами деградации фибриногена и фибрина (ГЩФ). Точность 
концентрации 50% раствора этанола очень важна и должна проверяться 
спиртометром. Этанол разводится дистиллированной водой.
Ход определения.
0.4 мл богатой тромбоцитами плазмы переносят в 
силиконированную охлажденную пробирку и добавляют 0,15 мл 50% 
раствора этанола. Пробирку встряхивают и включают секундомер. Через 
10 мин (при комнатной температуре или на холоде при +4°С) учитывают 
результат реакции.
Клиническое значение.
В норме этаноловый тест отрицателен. Положителен, при 
появлении желеобразного сгустка свидетельствующего о налияии не 
свертывающихся тромбином комплексов фибрин-мономеров с ПДФ.
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ПО
Раздел 6. Биохимические исследования сыворотки крови.
Тема: Лабораторные исследования белков и небелковых 
азотистых соединений.
Концентрагцш общего белка в сыворотке зависит главным 
образом от синтеза и распада двух основных белковых фракций — 
альбумина и глобулинов. Синтез белков плазмы крови осуществляется в 
основном в клетках печени и ретикулоэндотелиальной системы.
Физиологическая роль белков:
- обеспечивают оптимальный объем циркулирующей крови, 
поддерживая коллоидно-онкотическое давление, не позволяя воде 
выходить из кровеносного русла;
- принимают участие в процессах свертывания крови;
- являются одной из буферных систем крови, поддерживающих 
постоянство pH;
- выполняют транспортную функцию, соединяясь с различными 
веществами (железо, кальций, витамины и др.), а также с лекаре гвенными 
препаратами, доставляя их к тканям;
- поддерживают нормальный уровень катионов — кальция, железа, 
меди, магния в крови, образуя с ними недиализируемые соединения;
- играют важнейшую роль в иммунных процессах;
- служат резервом аминокислот;
- входят в состав гормонов, ферментов и других биологически 
активных веществ.
Мочевина является конечным продуктом метаболизма белков в 
организме. Она удаляется из организма посредством клубочковой 
фильтрации, 40—50 % ее реабсорбируется канальцевым эпителием почек 
и активно секретируется тубулярными клетками. При патологии сдвиги 
в уровне мочевины крови зависят от соотношения процессов 
мочевинообразования и ее выведения.
Выведение мочевины с мочой пропорционально содержанию 
белка в рационе питания, а также скорости метаболизма эндогенных 
белков. Выводимая с мочой мочевина составляет около 90 % выводимых 
из организма азотистых метаболитов. У взрослых в состоянии азотистого 
равновесия выделение 500 ммоль мочевины (или 14 г азота мочевины) в 
течение суток соответствует потреблению около 100 г белка.
В клинической практике определение мочевины в моче 
используется для контроля за состоянием процессов анаболизма и
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катаболизма в организме. Это имеет большое значение, особенно у 
тяжелых реанимационных больных, получающих энтеральное (зондовое) 
и парентеральное питание. Зная, какие процессы преобладают у больного 
— повышенное выделение мочевины с мочой (отрицательный азотистый 
баланс) или уменьшение выделения мочевины с мочой (положительный 
азотистый баланс), можно рассчитать необходимое больному количество 
белковых препаратов.
Креатинин является конечным продуктом распада креатина, 
который играет важную роль в энергетическом обмене мышечной и 
других тканей. Креатин синтезируется в основном в печени, откуда он с 
током крови поступает в мышечную ткань. Здесь креатин, 
фосфорилируясь, превращается в креатинфосфат. Креатинфосфат является 
макроэргом и участвует в переносе энергии в клетке между 
митохондриями и миофибрилами. Концентрация креатинина в крови 
зависит от его образования и выведения. Его образование непосредственно 
зависит от состояния мышечной массы. Креатинин удаляется почками 
посредством клубочковой фильтрации, но, в отличие от мочевины, не 
реабсорбируется, что нашло применение в лабораторной диагностике 
(проба Реберга—Гареева).
Содержание креатинина в крови здоровых людей — величина 
довольно постоянная и мало зависящая от питания и других 
экстраренальных факторов.
Определение креатинина широко используется в диагностике 
заболеваний почек. Креатинин в меньшей степени зависит от уровня 
катаболизма, не реабсорбируется в почках, поэтому в большей мере 
отражает степень нарушения выделительной и фильтрационной функций 
почек. Уменьшение содержания креатинина в крови диагностического 
значения не имеет.
Фракции белков
Электрофоретическое разделение белков позволяет изучать их 
биологические и физические характеристики, являющиеся индикатором 
заболеваний печени и почек, иммунной системы, острых и хронических 
инфекций и многих других видов патологии. Используя ацетат 
целлюлозу, можно разделить сывороточные белки на 5 фракций: 
альбумин и 4 глобулиновых группы: альфа1, альфа2, бета (часто 
подразделяются на 2 группы - бета 1 и бета 2) и гамма.
Альбумин - низкомолекулярный сывороточный белок (м.в. около 
70000 дальгон), образующий комплексы с многими протеинами, 
гормонами, билиарными пигментами, кальцием и другими 
субстанциями, играет ключевую роль в поддержании осмотического 
давления.
Все 4 группы глобулинов характеризуются гораздо более 
высоким молекулярным весом, чем альбумин. Альфа- и бета-глобулины
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также являются транспортными формами протеинов, образуя комплексы 
с пигментами, металлами, углеводами и липидами. Эти белки очень 
гетерогенны, разброс их молекулярного веса от 40000 до 1000000 
дальтон. Гамма глобулины, или иммуноноглобулины характеризуются 
молекулярным весом от 15000 дальтон до более чем 1000000 дальтон 
(для IgM).
1. ЦЕЛБ ЗАНЯТИЯ.
1.1. Изучить правила подготовки пациента, забора и 
транспортировки материала для исследования лабораторных 
показателей, характеризующих белковый обмен их диагностическое 
значение.
1.2. Освоить методы исследования белкового обмена и дать 
аналитическую оценку методов.
2. СОДЕРЖАНИЕ ЗАНЯТИЯ.
2.1. Тестовый контроль исходного уровня знаний.
2.2. Разбор теоретического материала по теме занятия.
2.3. Лабораторная работа: «Определение показателей белкового 
обмена».
3. ВОПРОСЫ ПО ТЕМЕ ЗАНЯТИЯ.
3.1. Биологические функции белков, диагностическое значение 
исследования белков крови.
3.2. Лабораторные показатели, характеризующие белковый
обмен.
3.3. Определение общего белка в сыворотке крови биуретовым 
методом.
3.4. Белковые фракции. Лабораторные методы исследования 
белкового спектра крови (осаждение нейтральными солями, 
электрофоретическое фракционирование.
3.5. Остаточный азот и его компоненты.
3.6. Методы определения мочевины креатинина, мочевой 
кислоты.
4. ВОПРОСЫ ДЛЯ САМОСТОЯТЕЛЬНОГО ИЗУЧЕНИЯ.
4.1. Парапротеины. Понятие, методы определения.
4.2. Принцип электрофоретического фракционирования белков.
5. ЛАБОРАТОРНАЯ РАБОТА.
5.1. Определение общего белка в сыворотке (плазме) крови 
биуретовым методом (Кингслея—Вейксельбаума)
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Принцип метода: белки сыворотки (плазмы) крови, реагируя в 
щелочной среде с сернокислой медью, образуют соединения, окра- 
шенные в фиолетовый цвет. Интенсивность окрашенного комплекса 
измеряется на фотометре, длине волны 540—560 нм, лучше 546 нм, 
против контрольной пробы, которую готовят путем добавления к 5 мл 
рабочего раствора биуретового реактива 0,1 мл физиологического 
раствора хлористого натрия.
Реактивы:
• 0,154 N раствор хлорида натрия (физиологический). 0,9 г 
NaCl растворяют в 100 мл дистиллированной воды.
• 0,2 N раствор едкого натра. 20 мл 1 N раствора NaOH 
доводят до объема 100 мл дистиллированной водой, освобожденной от 
углекислого газа путем кипячения.
• Биуретовый реактив. 4,5 г сегнетовой соли (KNaC4H40 6) 
растворяют в 40 мл 0,2 N NaOH. После растворения прибавляют 1,5 г 
CuS04-5H20  и 0,5 г KI. Раствор доводят до 100 мл 0,2 N NaOH. Его 
следует хранить в темном месте (или в посуде из темного стекла). 
Реактив пригоден около месяца.
• Щелочный раствор йодистого калия. 0,5 г KI растворяют в 
100 мл 0,2 N NaOH. Хранить в посуде из темного стекла не более двух 
недель.
• Рабочий раствор биуретового реактива. 20 мл биуретового 
реактива (3) смешивают с 80 мл раствора KI (4). Хранить в темном месте 
не более двух недель.
• Стандартный раствор альбумина (из человеческой 
сыворотки). Готовят путем растворения 1,0 г альбумина (в небольшом 
цилиндре или точной мерной пробирке) в 6—7 мл физиологического 
раствора NaCl с последующим доведением им до конечного объема 10 
мл. Для полного растворения белка содержимое пробирки выдерживают 
при комнатной температуре в течение 30 мин. Поскольку 
пеиообразование ускоряет разрушение альбумина, с целью 
предотвращения этого нежелательного эффекта можно внести одну (или 
несколько) капель октилового спирта либо медицинского (диэтилового) 
эфира, понижающих поверхностное натяжение, либо 
отцентрифугировать 3—5 мин при 1500 об/мин. 1 мл стандартного 
раствора содержит 0,1 г белка (100 г/л).
Ход исследования.
К 5 мл рабочего раствора биуретового реактива добавляют, 
избегая образования пены, 0,1 мл сыворотки крови. Через 30 мин, самое 
позднее через 1 ч, пробу колориметрируют на ФЭКе в кювете с длиной 
оптического пути 10 мм при длине волны 540—560 нм, лучше 546 нм, 
против контрольной пробы, которую готовят путем добавления к 5 мл
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рабочего раствора биуретового реактива 0,1 мл физиологического 
раствора хлористого натрия.
Построение калибровочной кривой. Для построения калиб­
ровочного графика из основного стандартного раствора белка готовят 3 
серии рабочих стандартных растворов, как указано в таблице (0,1 мл 
основного стандартного раствора содержит 0,01 г белка). Из каждого 
разведения берут по 0,1 мл рабочего раствора и вносят в пробирки, 
содержащие 5,0 мл рабочего биуретового реактива. Через 30—60 мин. 
замеряют оптическую плотность стандартных и опытных проб против 
биуретового реактива.
Измерения абсорбции начинают производить с раствора меньшей 
концентрации. По полученным данным строят калибровочный график и 
вычисляют фактор пересчета F делением концентрации белка на 
абсорбцию:
F = С с„ /А ст.
Фактор пересчета используют для расчета концентрации белка в 
исследуемой пробе.
Для расчета концентрации белка абсорбцию пробы (Аоп) 
умножают на фактор пересчета (F), тогда концентрация белка равна:
F*Aon
Норма у взрослых — 65—85 г/л.
Построение калибровочного графика для определения общего 
белка сыворотки крови.
№ Стандартный раствор 
белка, мл
Физиологический 
раствор, мл
Концентрация 
белка, г/л
1 0.4 0,6 40,0
2 0,5 0,5 50,0
3 0,6 0,4 60,0
4 0,7 0,3 70,0
5 0,8 0,2 80,0
6 0,9 0,1 90,0
7 1,0 - 100,0
Клиническое значение.
Гинопротеинемия (снижение концентрации общего белка менее 
65 г/л) может быть связана: 1) с пониженным синтезом белка в 
организме (недостаточное белковое питание, сужение пищевода, 
нарушение всасывания при энтеритах, энтероколитах, панкреатитах,
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циррозы печени, активные гепатиты, дистрофия печени, опухоли и их 
метастазы в печень); 2) с потерей белка (кровотечения, ожоги, 
нефротический синдром, гломерулонефрит, сахарный диабет, 
образование экссудатов, транссудатов, асцит и другие); 3) с 
повышенным распадом белка (злокачественные новообразования, 
кахексия, тиреотоксикоз, сепсис, длительные воспалительные 
заболевания, обширные травмы); 4) с гипергидратацией (относительная 
гипопротеинемия).
Гиперпротеинемия (повышенное содержание общего белка более 
87 г/л) встречается реже и наблюдается при миеломной болезни, болезни 
Вальденстрема, хронических инфекциях, аутоиммунных заболеваниях и 
обезвоживании организма при неукротимой рвоте, профузных поносах, 
усиленном потоотделении (относительная гиперпротеинемия).
5.2,Определение содержания альбумина в сыворотке (плазме) 
крови по реакции с бромкрезоловым зеленым
Принцип метода: при взаимодействии альбумина с
бромкрезоловым зеленым (БКЗ) в слабокислой среде в присутствии 
детергента образуется окрашенный комплекс зеленого цвета, 
интенсивность окраски которого прямо пропорциональна содержанию 
альбумина.
Условия постановки реакции^
1. Сыворотка должна быть свободной от гемолиза.
2. Билирубин до концентрации 340 мкмоль/л не влияет на 
определение альбумина.
3. Для построения калибровочной кривой можно пользоваться 
альбумином из набора реагентов для определения общего белка в 
сыворотке крови.
Реактивы:
• Уксусная кислота, 1 моль/л. В мерную колоу емкостью 1 л 
помещают 60 мл ледяной уксусной кислоты и доводят объем 
дистиллированной водой до метки.
• Едкий натр, «ч. д. а.», «х. ч.», 1 моль/л (4 г растворяют в 100
мл дистиллированной воды).
• Ацетатный буфер, 0,05 моль/л, pH = 4,2, с добавлением 
детергента. 0,85 г полигидроксиэтиленлаурилового эфира (Brij-35) 
растворяют в 200 мл дистиллированной воды, добавляют 50 мл 1 моль/л 
раствора уксусной кислоты, 13,2 мл моль/л раствора едкого натра и 
доводят объем дистиллированной водой до 1 л. Перемешивают, 
проверяют pH. Реактив стабилен при хранении в холодильнике.
• Индикатор бромкрезоловый зеленый водорастворимый, «ч, д.
а.», 1,2 ммоль/л. 0,429 г БКЗ растворяют в 200—300 мл
дистиллированной воды в мерной колбе на 500 мл и доводят объем до
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метки. Реактив стабилен при хранении в холодильнике в посуде из 
темного стекла.
• Рабочий раствор БКЗ в ацетатном буфере. В мерную колбу 
емкостью 1 л помещают 85 мл 1,2 ммоль/л раствора БКЗ, доводят объем 
до метки ацетатным буфером с детергентом. Стабилен при хранении в 
холодильнике в посуде из темного стекла.
• Основной калибровочный раствор альбумина, 100 г/л. Может 
быть использован ампулированный 10% раствор альбумина 
плацентарного.
Ход исследования.
В пробирку помещают 0,01 мл сыворотки крови (или 0,1 мл 
сыворотки, разведенной в 10 раз 9 г/л раствором NaCl) и тщательно 
перемешивают, избегая образования пены, с 4 мл рабочего раствора БКЗ 
в ацетатном буфере. Через 5— 10 мин измеряют абсорбцию раствора на 
фотоэлектроколориметре или на спектрофотометре при длине волны 
630—690 нм в кювете с толщиной слоя 1 см против холостой пробы. 
Окраска стабильна в течение 8 ч. Холостую пробу ставят как опытную, 
но вместо сыворотки добавляют 0,01 мл дистиллированной воды (или 
0,1 мл дистиллированной воды).
Расчет ведут по калибровочной кривой. Для ее построения 
готовят ряд разведений основного раствора согласно сведениям, 
представленным в таблице.
№ Калибровочный р-р альбумина, мл Днст. вода, мл Альбумин, г/л
1 0,10 0,40 20,0
2 0,15 0,35 30,0
3 0,20 0,30 40,0
4 0,25 0,25 50,0
5 0,30 0,20 60,0
Калибровочные растворы обрабатывают так же, как опытные, но 
вместо сыворотки используют 0,01 мл (или 0,1 мл разведенного в 10 раз) 
калибровочного раствора. Калибровочная кривая линейна до 
концентрации 60 г/л.
Норма содержания альбумина в сыворотке крови 35—50 г/л.
Клинческое значение.
Гипоальбуминемия (снижение концентрации альбумина) на­
блюдается в результате следующих причин: 1) пониженный синтез и 
повышенный катаболизм белка (цирроз печени, гематомы, хронический 
активный гепатит, амилоидоз печени, кахексия, злокачественные 
опухоли, сепсис и другие тяжелые инфекции, тиреотоксикоз, нарушение 
всасывания в кишечнике, кишечная непроходимость, недостаток белка в 
пище и др.); 2) потеря альбумина (нефротический синдром, амилоидоз 
почек, неспецифический язвенный колит, сальмонелез, кровотечения,
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образование экссудатов и транссудатов, целиакия, лечение 
цитостатиками, кортикостероидами, влияние ионизирующей радиации).
Гипопротеинемия чаще всего связана с гипоальбуминемией, а 
гиперпротеинемия — с гиперглобулинемией.
5.3. Определение мочевины в сыворотке крови и моче 
ферментативным методом
Принцип метода: Уреаза гидролизует мочевину с образованием 
аммиака и углекислого газа. Выделенный аммиак определяется фо­
тометрически по продукту химической реакции.
Реактивы:
• Реагент ферментный 0,5 г.
• Хромоген 100 мл.
• Натрия гипохлорит (концентрат) 10мл.
• Стандарт мочевины (10 ммоль/л) 2 мл.
Приготовление реактивов:
• Реактив 1. Содержимое флакона 1 (реагент ферментный) 
тщательно растворяют в 50 мл дистиллированной воды. Реактив 
стабилен не менее 15 дней при 2—8 °С.
• Реактив 2. (Хромоген). Готов к употреблению. Хранить при 
температуре 2— 8 °С.
• Реактив 3. Содержимое флакона 3 (натрия гипохлорит) 
доводят до 100 мл дистиллированной водой. Реактив стабилен в течение 
1 мес. Хранить при температуре 2— 8 °С.
Ход исследования:
Ингредиенты, мл Опытная проба Стандарт Холостая проба
Сыворотка или 
разведенная моча 
(1:100)
0,02
Стандарт - 0,02 -
Реактив
(предварительно 
прогретый до 37°С)
0,5 0,5 0,5
Пробы перемешивают и инкубируют 10 мин при 37°С на водяной бане или в 
термостате Затем последовательно добавляют следующие реактивы
Реактив 2 1,0 1,0 1,0
Реактив 3 1,0 1,0 1.0
Все пробы перемешивают и повторно инкубируют 5 мин при 37°С или 15 мин при 
комнатной температуре
Измеряют оптическую плотность опытной пробы Аоп и стан­
дартной пробы Аст против холостой пробы, длина волны 590 нм
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(оранжевый светофильтр), кювета 5 мм. Окраска стабильна в течение 
нескольких часов. Расчет:
Со,, =  Леи- *  Ю,0 
Лет
где Соп — концентрация опыта (ммоль/л); А<,п — оптическая плотность 
опытной пробы; — оптическая плотность стандарта; 10,0 — концентрация 
стандарта (ммоль/л).
При определении мочевины в моче результат умножают на 
коэффициент разведения.
В случае, когда оптическая плотность пробы превышает 0,80, 
исследуемый образец разводят дистиллированной водой в соотношении 
1 : 1, а полученный результат умножают на 2.
Норма содержания мочевины: в сыворотке крови 2,50— 8,33 
ммоль/л; в суточном объеме мочи 333,0—582,8 ммоль/сут.
Кпиническое значение.
Возрастание концентрации остаточного азота свыше 28— 35 
ммоль/л, мочевины более 8,5—9,0 ммоль/л, креатинина более 117— 120 
мкмоль/л обозначается термином «гиперазотемия». По своему характеру 
азотемия может быть абсолютной (связанной с действительным 
накоплением в крови компонентов остаточного азота) и относительной 
(обусловленной обезвоживанием, дегидротацией).
5.4. Определение креатинина в  сыворотке крови и моче по 
цветной реакции Яффе (метод Поппера и соавт.)
Принцип метода: в результате взаимодействия креатинина с 
пикриновой кислотой в щелочной среде образуется оранжево-красное 
соединение, интенсивность окраски которого пропорциональна 
концентрации креатинина.
Реактивы:
• Насыщенный раствор пикриновой кислоты. 2 г пикриновой 
кислоты растворяют в 100 мл горячей (70—80 °С) дистиллированной 
воды. Раствор оставляют на сутки при комнатной температуре (для 
осаждения избытка пикриновой кислоты), после чего фильтруют. 
Пикриновая кислота взрывоопасна и является ядовитым веществом! 
Обращаться с ней нужно осторожно.
• Основной стандартный раствор креатинина 8,80 ммоль/л. 100 
мг креатинина растворяют в 100 мл 0,1 N раствора соляной кислоты. 
Хранят в холодильнике в посуде с притертой пробкой. Для определения 
креатинина сыворотки крови рабочий стандартный раствор получают 
разведением основного раствора дистиллированной водой в 100 раз (88 
мкмоль/л). Этот раствор нестоек.
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• Раствор едкого натра 100 г/л (10 г NaOH растворяют в 100 мл 
дистиллированной воды). Срок хранения 7 суток.
• 0,1 N раствор соляной кислоты, готовят из фиксанала.
Ход исследования.
1,0 мл сыворотки смешивают в пробирке с 3,0 мл прозрачного 
насыщенного раствора пикриновой кислоты. Через 5 мин пробирку 
помещают на 15—20 с в кипящую водяную баню, затем содержимое 
пробирки центрифугируют. К 2,0 мл центрифугата добавляют 0,1 мл 
раствора NaOH, тщательно перемешивают, затем доводят до объема 5,0 
мл дистиллированной водой.
Через 20 мин пробы колориметрируют при зеленом светофильтре 
(длина волны 500—560 нм) в кювете с шириной слоя 10 мм, результаты 
колориметрирования сравнивают с аналогичными данными контрольных 
проб. Контрольные пробы готовят следующим образом: к 1,5 мл 
насыщенного раствора пикриновой кислоты добавляют 0,1 мл раствора 
NaOH и доводят объем дистиллированной водой до 5,0 мл.
Стандартную пробу обрабатывают точно так же, как опытную, с 
той лишь разницей, что вместо сыворотки берут 1,0 мл рабочего 
стандартного раствора. Содержимое пробирки не центрифугируют. 
Рассчитывают концентрацию креатинина по формуле:
Соя (мкмоль/л) = (Аоп'Асп) х  88
где С„„ — содержание креатинина в сыворотке крови, А„„ — абсорбция 
опытной пробы, Аст — абсорбция стандартной пробы (за вычетом значений 
абсорбции контрольных проб), 88 мкмоль/л — концентрация креатинина в 
стандартной пробе.
В норме содержание креатинина в сыворотке крови составляет: у 
женщин 44—95 мкмоль/л, у мужчин 53— 110 мкмоль/л.
Ход исследования
В мерной колбе или цилиндре объемом 100 мл смешивают 0,5 мл 
мочи (из суточного количества) с 3,0 мл раствора пикриновой кислоты. 
Смесь тщательно встряхивают и добавляют к ней 0,2 мл раствора едкого 
натра. Выдерживают при комнатной температуре в течение 10 мин, 
затем доводят дистиллированной водой до объема 100 мл. Абсорбцию 
измеряют на ФЭКе в кювете с толщиной слоя 10 мм при зеленом 
светофильтре (длина волны 500—560 нм), результаты сравнивают с 
данными контрольных проб.
Контрольные пробы готовят следующим образом: к 3,0 мл 
раствора пикриновой кислоты добавляют 0,2 мл раствора NaOH. объем 
смеси доводят дистиллированной водой до 100 мл. Для получения 
стандартной пробы к 0,5 мл основного (8,80 ммоль/л) стандартного 
раствора, содержащего 0,5 мг креатинина, приливают 3,0 мл раствора
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пикриновой кислоты, 0,2 мл раствора едкого натра и доводят водой до 
100 мл. Рассчитывают концентрацию и суточную экскрецию креатинина 
по следующей формуле:
Са„ (ммоль/сут) =  (Аа,,/Лег) * 8,80ммоль/л х D
где Соя — концентрация креатинина в моче; Аоо — абсорбция опытной 
пробы, Аст — абсорбция стандартной пробы, 8,80 ммоль/л — концентрация 
основного стандартного раствора креатинина, D — суточное количество мочи в мл.
Суммарное количество выделенного креатинина у мужчин 
составляет 8,8— 17,6 ммоль/сут, т. е. 1—2 г/сут, а у женщин 7,4— 15 
ммоль/сут, т. е. 0,8— 1,5 г/сут.
5.5. Кинетический вариант определения креатинина
Принцип метода: Метод основан на регистрации скорости 
образования окрашенного комплекса креатинина с пикратом натрия в 
щелочной среде. Определение проводится без предварительной 
депротеинизации образцов по двухточечному измерению изменения 
оптической плотности раствора с неизвестной концентрацией 
креатинина и стандарта в точно фиксированные моменты времени (при 
25 °С через 30 и 120 с после начала реакции).
Реактивы:
• раствор пикриновой кислоты 0,035 моль/л
• раствор гидроксида натрия, pH 13,5
• стандартный раствор креатинина, 177 мкмоль/л
Приготовление рабочего раствора. В емкости из бурого стекла
смешивают растворы пикриновой кислоты и гидроксида натрия в 
соотношении 1:1. Поученный раствор может быть использован через 20 
мин после приготовления. Рабочий раствор, устойчивый в течение 5 ч, 
рекомендуется хранить в плотно укупоренной склянке при температуре 
не выше 25 °С, в случае выполнения измерений при 37 °С порцию 
рабочего раствора необходимо прогреть до соответствующе 
температуры.
Ход исследования.
Вначале обрабатывают стандартную пробу, после перемешивания 
стандарта с рабочим реагентом измеряют абсорбцию при длине волны 
490—510 нм против воздуха через 30 с (А1ст) и повторно через 120 с 
(А2ст). Рассчитывают разницу А1Ст- Аналогичную операцию выполняют 
с опытной пробой и находят ДА0п- Концентрацию креатинина в опытной 
пробе рассчитывают по следующей формуле:
С оя (мкмоль/л) =  Д  А„я * 177
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При определении креатинина в моче полученный результат 
умножают на степень разведения.
Нормальное содержание креатинина в сыворотке у мужчин 
составляет 53—110 мкмоль/л; у женщин 44— 95 мкмоль/л; в суточном 
количестве мочи 8,8— 15,9 ммоль/сут.
Ход определения креатинина в сыворотке крови и моче
Реактивы, мл Опытная проба Стандартная проба
Рабочий раствор 1,0 1,0
Стандарт - 0,1
Сыворотка или разведенная моча в 50— 
100 раз
0,1 ~
Клиническое значение.
Увеличение уровня креатинина в плазме (сыворотке) крови 
обусловлено как усиленным образованием, так и задержкой этого 
метаболита в организме.
Ретенционная гиперкреатининемия обусловлена нарушением 
(острым и хроническим) функции почек любого происхождения, в том 
числе из-за уменьшения фильтрации, поражения воспалительным 
процессом паренхимы почек, обтурации мочевых путей ниже уровня 
почек.
Продукционная гиперкреатининемия (креатининемия! отмечается 
при кишечной непроходимости, острой желтой атрофии печени, 
хлоропривной азотемии (т. е. гиперазотемии вследствие уменьшения 
содержания осмотически активных ионов хлора), декомпенсации 
деятельности ССС, пневмонии, лихорадочных состояниях. Возрастание 
содержания креатинина в плазме (сыворотке) крови может быть вызвано 
изменением эндокринного баланса: при тяжело протекающем сахарном 
диабете, акромегалии и гигантизме, гипертиреозе, гипофункции 
надпочечников, а также голодании, усиленной мышечной работе.
Снижение уровня креатинина в плазме (сыворотке) крови 
коррелирует с уменьшением мышечной массы (мышечные дистрофии и 
атрофии, параличи, парезы и др.).
В моче помимо эндогенного креатинина содержится экзогенный, 
поступающий в организм с мясной пищей. Поэтому уровень экскреции 
креатинина с мочой несколько зависит от характера питания. 
Увеличение выведения креатинина с мочой отмечается при усиленной 
мышечной работе, лихорадочных состояниях (при которых происходит 
повышенный распад белков протоплазмы), пневмонии, выраженной 
недостаточности функции печени. Увеличение экскреции креатинина с 
мочой происходит при ряде эндокринных расстройств (акромегалии,
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гигантизме, сахарном диабете, острых инфекционных заболеваниях, 
большой физической нагрузке). Уменьшение выведения с мочой этого 
компонента остаточного азота наблюдается при длительном 
обездвиживании больных вследствие мышечной атрофии, хронических 
параличей, парезов, гипертиреозе, лейкозах, амилоидозе почек, 
голодании.
Для диагностики поражения почек имеет значение расчет 
клиренса креатинина либо мочевины. В клинической практике наиболее 
широко применяется проба Реберга—Тареева, основанная на 
определении содержания креатинина в сыворотке крови и моче (часовой 
или суточный креатинина клиренс-гесты). При выполнении пробы мочу 
собирают за 2 ч (часовой) или 24 ч (суточный клиренс), сыворотку 
(плазму) получают в середине времени сбора мочи. До и во время 
проведения теста больной должен получать адекватное количество 
жидкости, чтобы обеспечить скорость тока мочи около 2 мл/мин. Во 
время исследования больной должен находиться на полупостельном 
режиме, исключаются медикаменты, влияющие на диурез.
Проведение 2-х часовой пробы. Обследуемый натощак выпивает 
400—500 мл воды или слабого чая и мочится (эту порцию мочи 
выливают). Время мочеиспускания точно отмечают. Ровно через 2 ч 
собирают мочу. В середине этого времени пунктируют локтевую вену 
обследуемого и берут кровь на креатинин. В лаборатории по объему 
собранной мочи устанавливают минутный диурез, в крови и моче 
определяют концентрацию креатинина. Клиренс С и реабсорбцию R 
рассчитывают по формулам:
С (мл/мин) = U  х У R (%) = С - у  х ю о  %
Р С
где V — диурез за одну минуту (мл); U — концентрация креатинина в моче 
(мкмоль/л), Р  — концентрация креатинина в крови (мкмоль/л).
Достоверность результатов возрастает при учете площади 
поверхности тела пациента. С этой целью величину С (клиренс) 
умножают на поправочный коэффициент, найденный с учетом площади 
стандартной поверхности (1,73 м2) и площади поверхности тела 
пациента, рассчитанной по формуле Дюбуа или номограмме.
С  окончательный (мл/мин) = С «  1.73 (\ti__________
поверхность тела (м2)
Для определения поверхности тела (см2) наряду с номограммой 
используют формулу:
Поверхность тела = 67,2 х масса в кг х рост в см.
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Полученные значения делят на 10000 и находят результат в м2. 
Клубочковая фильтрация в норме составляет 80— 120 мл/мин, 
реабсорбция 97—99%.
Тема: Лабораторные исследования активности ферментов.
Ферменты - это белки, которые повышают скорость 
биохимических реакций, не расходуясь при этом, то есть биологические 
катализаторы. Практически все реакции в живых организмах 
катализируются ферментами. Теоретически, эти реакции могли бы 
протекать без участия ферментов, но их скорость была бы слишком 
низкой, что бы поддерживать жизнь. Обычно ферменты повышают 
скорость биохимических реакций в 10® -  1012 раз. Действие ферментов 
высоко специфично: каждый из них катализирует только одну или 
ограниченное количество сходных реакций, поэтому в каждой клетке 
организма находится от 1000 до 4000 ферментов (в зависимости от типа 
ткани). Большинство ферментативных реакций происходит 
внутриклеточно. Примером внеклеточных ферментативных превращений 
могут служить переваривание пищи в ЖКТ и каскад свертывания крови.
Ферменты существенно различаются по размеру и структуре. 
Самые маленькие из них представляют собой отдельные цепочки 
аминокислот (полипептиды), а самые большие являются комплексами, 
составленными из нескольких белковых субьединиц.
Холофермент -  структура белок + кофактор. Кофактор ковалентно 
связанный с белком -  называется простетическая группа, нековалентно -  
кофермент. В роли кофакторов выступают металлы (цинк, магний, 
железо, марганец и т.д.) и органические молекулы, часто представленные 
производными витаминов группы В и пантотеновой кислоты.
Апофермент -  белковая часть фермента без кофактора. 
Апофермент не обладает каталитической активностью.
Изофермент — фермент существующий в двух или более 
структурно различающихся, но функционально идентичных формах. 
Изоформы связываются с одним и тем же субстратом и катализируют 
одну и ту же реакцию.
Свойства ферментов:
1. Ферменты обладают высокой специфичностью действия. 
Абсолютной специфичностью действия называют способность фермента 
катализировать превращение только единственного субстрата. Выделяют 
ферменты с относительной или групповой специфичностью. Так, для 
действия некоторых гидролитических ферментов наибольшее значение 
имеет тип химической связи в молекуле субстрата. Например, пепсин 
расщепляет белки животного и растительного происхождения.
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Существует стереохимическая специфичность, обусловленная наличием 
оптически изомерных L- и D-форм или геометрических (цис- и транс) 
изомеров.
2. Ферменты остаются относительно неизмененными после 
реакции, освобождаются вновь и могут реагировать с новыми молекулами 
субстрата.
3. Ферменты оказывают свое действие в ничтожно малых 
концентрациях.
4. Скорость ферментативных реакций зависит от температуры. 
Оптимальной температурой для действия большинства ферментов 
теплокровных животных является 37-40°С. При повышении температуры, 
может наступить тепловая денатурация белка-фермента и быстрое 
падение скорости реакции. При низких температурах (0° или ниже) 
ферменты, как правило, не денатурируются, хотя активность их падает 
почти до нуля.
5. Каждый фермент проявляет максимальную активность в 
пределах узкой зоны концентрации водородных ионов. Эта зона 
называется оптимумом pH.
6. При постоянной концентрации фермента и повышении 
количества субстрата скорость реакции повышается, достигая 
определенного максимума, когда дальнейшее повышение количества 
субстрата уже не влияет на скорость реакции. В таких случаях принято 
считать, что субстрат находится в избытке, а фермент насыщен 
полностью.
7. При постоянной концентрации субстрата и повышении 
количества фермента скорость реакции линейно повышается.
Специфическое вещество, с которым реагирует фермент (Е), 
называется субстратом (S), а в результате ферментативной реакции 
образуется продукт (Р). После связывания каталитический участок 
фермента приближается к субстрату с образованием нестабильного 
комплекса фермент -  продукт, который быстро диссоциирует на продукт 
и неизмененный фермент. Фермент может дальше реагировать с 
молекулами субстрата, высвобождая продукт много раз в секунду. 
Последовательность событий в самой простой ферментативной реакции 
следующая:
связывание катализ диссоциация
Е + S —* ES-комплекс —► ЕР-комплекс —* Е  + Р
Ферментный анализ чаще основан на измерении каталитической 
активности фермента, а не концентрации самого ферментного белка. 
Поскольку каждая молекула фермента может катализировать реакцию
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многих молекул субстрата, измерение активности обладает очень высокой 
чувствительностью. Важное значение для воспроизводимости и точности 
результатов имеют стандартизация и оптимизация условий тестирования.
Об активности фермента судят по скорости катализируемой 
реакции при определенной температуре, pH среды, концентрации 
субстрата, поэтому при определении активности ферментов необходимо 
строго соблюдать одни и те же условия.
Для пределения активности ферментов используют несколько 
способовизмереня скорости ферментативной реакции.
1. Измерение по конечной точке (с остановкой реакции).
Методзаключается в измерении оптичской плтности на линейном
участке кинетической кривой по истечении определенного четко 
фиксированного отрезка времени i от начала реакции. По истечении 
указанного отрзка времени в реакционную смесь добавляют реагент, 
останавливающий ферментативную реакцию, например щелочь или 
кислоту.
Скрость изменения оптической плотности рассчитывают по 
формуле: АА/мин = (А-Ахол)/Т, где Ахоя -  оптическая плотность холостой 
пробы на реагент или сыворотку, если последняя вностит значительный 
вклад в окраску реакционной смеси.
2. Измерение двухточечное.
При этом способе оптическую плотность определяют на линейном 
участке кинетической кривой дважды, четко фиксируя интервал времени 
t между измерениями. Скорость измерения оптической плотности 
рассчитывают по формуле: ДА/мин = (A2-A])/f. Этот способ используют, 
например, в современных методах пределения активности а-амилазы на 
основе блокированных мальтоз и щелочной фосфатазы.
3. Измерение многоточечное (кинетическое).
При этом способе оптическую плотность на линейном участке 
кинетической кривой определяют 3-5 и более раз, через четко 
фиксированные интервалы времени I. Скорость изменеия оптической 
плотности рассчитыавают по формуле: ДА/мин. Многоточечная
кинетика используется тлько для биохимических анализаторов, 
например, для определени активности АЛТ и ACT ультрфиолетовыми 
методами.
Ферментативная реакция чувствительна к изменениям температуры. 
Обычно ферментативную реакцию принято проводить при температуре, 
лежащей в пределах 25—40 °С, однако при разной температуре 
оптимальные значения pH, концентрации буфера, субстрата и других 
параметров различны. Максимальная активность большинства ферментов в 
организме человека наблюдается при температуре около 37 °С. Поэтому в 
целях международной стандартизации температуры измерения активности 
ферментов используется 37 °С.
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Действие ферментов можно частично или полностью подавить 
ингибиторами. По характеру действия ингибиторы делят на:
- необратимые -  это соединения, которые могут специфически 
связывать определенные функционально важные группы активного 
центра, образуя ковалентные, прочные связи с ферментом (ингибиторы
- обратимые -  это соединения, которые нековалентно 
взаимодействуют с ферментом и только тормозят его активность, не 
изменяя его структуру.
Обратимое ингибирование может быть конкурентным. 
Конкурентный ингибитор конкурирует с субстратом за связывание в 
субстратсвязывающем участке активного центра, т.к. связывается с 
ферментом похожим способом, как и субстрат. Конкурентное 
ингибирование можно ослабить или полностью устранить, повысив 
концентрацию субстрата.
В сыворотке крови выделяют три группы ферментов: клеточные, 
секреторные и экскреторные.
Клеточные ферменты в зависимости от локализации в тканях 
делят на две группы:
а) неспецифические ферменты, которые катализируют общие для 
всех тканей реакции обмена и находятся в большинстве органов и тканей 
(АЛаг, АСаТ, общ. ЛДГ, псевдохолинэстераза);
б) органоспецифические, или индикаторные, ферменты, 
специфичные только для определенного типа тканей (енолаза - нервная 
ткань, дегидрогеназа - печень).
Секреторные ферменты (псевдохолинэстераза, липопротеиновая 
липаза и др.) поступают непосредственно в плазму крови и выполняют в 
ней специфические функции. Эти ферменты синтезируются в печени и 
постоянно высвобождаются в плазму. Их активность в сыворотке крови 
выше, чем в клетках или тканях. В клинической практике они 
представляют интерес, когда их активность в сыворотке крови 
становится ниже нормы за счет нарушения функции печени.
Экскреторные ферменты образуются органами пищеварительной 
системы (поджелудочной железой, слизистой оболочкой кишечника, 
печенью, эндотелием желчных путей). К ним относятся альфа-амилаза" 
липаза, щелочная фосфатаза и др. В норме их активность в сыворотке 
крови низка и постоянна. Однако при патологии, когда блокирован 
любой из обычных путей экскреции, активность этих ферментов в 
сыворотке крови значительно увеличивается.
Из 4000 ферментов человеческого организма в повседневной 
лабораторной практике определяют активность около 25. Почти все они 
являются внутриклеточными. В норме, относительно небольшое 
количество ферментов, присутствующих в крови, поступает туда
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вследствие п роцесса клеточного обновления (когда клетка погибает, ее 
содерж имое, в том числе и внутриклеточны е ферменты, попадаю т в 
плазму крови). П ока скорость удаления ферментов из плазмы 
соответствует медленному высвобож дению  их из гибнущ их клеток в 
процессе норм ального обновления, концентрация ф ерментов в плазме 
остается низкой и постоянной.
В норм е ф ерменты  с низкой молекулярной массой удаляю тся в 
процессе почечной ф ильтрации и выделяю тся с мочой. Больш инство же
ферментов разруш ается в ретикулоэндотелиальной системе. 
_______ Основные классы и подклассы ферментов_______ __________
Класс Реакции Основные подклассы
Оксидоредуктазы Окислительно-восстановительные Дегидрогеназы, оксидазы, 
редуктазы, гидроксилазы
Трансферазы Перенос групп Киназы, трансаминазы
Г идролазы Гидролиз связей (эфирных, 
пептидных, гликозидных, связей С- 
С, P-N)
Эстеразы, фосфатазы, 
протеазы,липазы, нуклеазы
Лиазы Разрыв связей С-С, С-О, С- N, C-S Альдегидлиазы, 
дегидратазы, карбоксилазы
Изомеразы Взаимопревращение изомеров 
А—► изо А
Изомеразы, мутазы
Лигазы Соединение двух молекул, 
сопряженное с гидролизом АТР
Карбоксилазы, синтетазы
И звестны  три типа изменений активности ф ерментов при 
патологии: повы ш ение активности ф ерментов, сниж ение (по сравнению  с 
нормой) и появление в крови ферментов, в норме не обнаруж иваемы х.
Ф ерм енты , которы е обы чно использую т как клинический маркер 
повреж дения клеток, являю тся органоспециф ическим и лиш ь до  некоторой 
степени. Это означает, что хотя они находятся в нескольких тканях, их 
наибольш ая концентрация наблю дается только в одной. П оэтому 
повы ш ение в плазм е уровня какого-либо определенного фермента 
указы вает на повреж дение клеток той ткани, в которой этот фермент 
представлен в наибольш ем количестве.
К ак правило, концентрация ф ерментов в биологических ж идкостях 
невелика и не мож ет бы ть определена методами количественного анализа. 
П оэтому оп ределяю т не концентрацию  самого фермента, а его активность, 
о которой судят по количеству субстрата, превращ енного ферментом  в 
продукт реакции в единицу времени.
За  1 единицу активности ф ерм ента М еж дународный
биохим ический сою з предлож ил принимать количество молей субстрата, 
превращ енное ф ерментом  за 1 с.
Э та единица назы вается катал: кат = моль/с.
Т ак как активность чащ е всего исследую т в биологической 
ж идкости, то  добавляю т ещ е -  в литре: кат/л = моль/(с. л.).
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Эта величина слишком большая для секунд, поэтому используют 
дробные величины: мккат, мкмоль и т.д. (К)'3 -  ммоль, 10‘6-  мкмоль, 10‘9 
-  нмоль): мккат/л = мкмоль/(с.л.)
Активность фермента также выражают международной единицей -  
Е/Л. Международная единица Е/Л определяет количество фермента, 
которое катализирует превращение 1 мкмоль субстрата в 1 мин: Е/Л = 
мкмоль/(мин.л)
Для перевода одних единиц активности ферментов в другие в 
практической деятельности пользуются следующими формулами:
1мккат/л =  3,6ммолъ/(ч.л.) =  60Е/Л 
1Е/Л =  0,06ммоль'(ч.л.) =  16,67нмолъ/(с.л.)
0,06ммолы(ч.л.) =  0,28мккат/л
Методы исследования ферментов могут быть подразделены на 2 
основные группы:
а) копориметрические методы, основанные на инкубации 
сыворотки с субстратом в соответствующем буфере в течение 
определенного времени, по истечении которого ферментативную реакцию 
останавливают, и образующие продукты определяют при помощи 
подходящей химической реакции либо замеряют количество оставшегося 
субстрата;
б) спектрофотометрические методы, с помощью которых 
непрерывно или периодически в ходе ферментативной реакции 
определяют потребление субстрата или кофермента либо образование 
продукта. Эти методы часто называются кинетическими, поскольку 
измерения каталитической активности зависят от кинетики непрерывной 
регистрации реакции. Большинство кинетических методов основаны на 
оптическом тесте Варбурга с применением пиридинкоферментов НАД и 
НАДН2 (изменение их концентрации в видимой части спектра 
пропорционально активности фермента). На этом принципе основано 
определение активности АЛТ, ACT, ЛДГ.
Ферменты исследуют в клинической практике для решения 
различных задач: установления диагноза, проведения дифференциальной 
диагностики, оценки динамики течения болезни, определения 
эффективности лечения и степени выздоровления; с прогностической 
целью. Известны три типа изменений активности ферментов при 
патологии: гиперфермен-темия — повышение и гипоферментемия — 
снижение активности ферментов по сравнению с нормой, 
дисферментемия — появление в крови ферментов, в норме не 
обнаруживаемых.
1 .ЦЕЛЬ ЗАНЯТИЯ.
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3.1. Изучить правила подготовки пациента, забора и 
транспортировки материала для исследования активности ферментов.
3.2. Освоить методы исследования активности ферментови дать 
их аналитическую оценку.
2. СОДЕРЖАНИЕ ЗАНЯТИЯ.
2.1. Тестовый контроль исходного уровня знаний.
2.2. Разбор теоретического материала по теме занятия.
2.3. Лабораторная работа: «Определение активности АЛТ и ACT, 
щелочной фосфатазы и а-амилазы».
3. ВОПРОСЫ ПО ТЕМЕ ЗАНЯТИЯ.
3.1. Биологическая функция ферментов. Определение и свойства 
ферментов.
3.2. Классификация ферментов. Единицы обозначения активности 
ферментов. Клинико-диагностическое значение определения активности 
ферментов.
3.3. Методы исследования ферментов.
3.3. Определение активности аминотрансфераз.
3.4. Определение активности фосфатаз.
3.5. Определение активности а-амилазы в сыворотке крови и моче
4. ВОПРОСЫ ДЛЯ САМОСТОЯТЕЛЬНОГО ИЗУЧЕНИЯ.
4.1. Методы определения активности липазы.
4.2. Методы определения активности холинестеразы.
5. ЛАБОРАТОРНАЯ РАБОТА.
5.1. Колориметрический динитрофенилгидразиновый метод 
исследования активности аминотрансфераз в сыворотке крови (по 
Райтману, Френкелю)
Принцип метода: в результате переаминирования,
происходящего под действием ACT и АЛ'Г, образуются
щавелевоуксусная и пировиноградная кислоты. Первая в реакционной 
смеси превращается в пировиноградную кислоту. При добавлении 
раствора 2,4-динитрофенилгидразина энзиматический процесс 
останавливается, и образуются гидразоны пировиноградной и, отчасти, 
щавелевоуксусной кислот. В щелочной среде они дают коричневое 
окрашивание, интенсивность которого пропорциональна количеству 
образовавшейся пировиноградной кислоты, а значит, и активности 
фермента.
Реактивы:
• 0,1 моль/л фосфатный буфер, pH = 7,4. Для его
приготовления смешивают 840 мл 0,1 моль/л раствора двузамещенного 
фосфата натрия NaHPO^l-ĘO (17,4 г кристаллической соли растворяют
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в 1 л дистиллированной воды. Двузамещенный фосфорнокислый натрий, 
содержащий две молекулы воды, получают путем выветривания на 
воздухе в течение 2 сут. кристаллической соли, содержащей обычно 12 
молекул воды; соль предварительно растирают в ступке в порошок) и 
160 мл 0,1 моль/л раствора безводного однозамещенного фосфата калия 
КН2РО4 (13,6 г КН2РО4 растворяют в одном литре дистиллированной 
воды).
• Буферный раствор с индикатором бромтимоловым синим 
должен давать голубую окраску. В качестве консерванта можно 
использовать 5— 10 мл хлороформа, добавляемых ко всему объему 
буферного раствора.
• Раствор бромтимолового синего, 0,4 г/л. 100 мг индикатора 
растворяют в ступке с 3,2 мл 0,05 N раствора едкого натра. Затем смесь 
смывают водой в мерную колбу емкостью 250 мл и доводят водой до 
метки.
• Субстратный раствор для определения активности 
аспартатаминотрансферазы. 29,2 мг а-кетоглутаровой кислоты и 2,66 г 
DL-аспарагиновой кислот (либо 1,33 г L-аспарагиновой кислоты) 
взвешивают на аналитических весах в бюксике и к полученной навеске 
добавляют раствор 1 N NaOH, приливая его осторожно, небольшими 
порциями до полного исчезновения осадка и приобретения раствором 
pH = 7,4 (на что уходит обычно около 20 мл раствора щелочи). Для 
определения pH раствора используют универсальную индикаторную 
бумагу или pH-метр. Раствор переливают в мерную колбу емкостью 100 
мл, ополаскивают посуду 0,1 моль/л фосфатным буфером (pH = 7,4) и 
доводят им объем содержимого колбы до метки. Субстратный раствор 
тщательно перемешивают, прибавляют к нему 1 каплю хлороформа, 
сохраняют в холодильнике в замороженном состоянии. Перед 
употреблением замороженный раствор следует полностью оттаять.
• Субстратный раствор для определения активности 
аланинаминотрансферазы. 29,2 мг а-кетоглутаровой кислоты и 1,78 г 
DL-аланина (либо 0,89 г L-аланина) взвешивают в бюксике на 
аналитических весах. Дальнейшая процедура приготовления раствора 
аналогична таковой, описанной для приготовления субстратного 
раствора для определения активности аспартатаминотрасферазы, только 
без добавления щелочи.
• Раствор 2,4-динитрофеиилгидразина (2,4-ДНФГ). 19,8 мг 2,4- 
динитрофенилгидразина растворяют в небольшом объеме 1 N (или, 
лучше, 2 N) раствора соляной кислоты при нагревании смеси на водяной 
бане. После того как раствор остынет, доводят его объем раствором 
соляной кислоты до 100 мл. На следующий день реактив фильтруют. 
Раствор хранят в посуде из темного стекла в холодильнике.
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• I N  раствор NaOH (4 г реактива растворяют в 100 мл 
дистиллированной воды).
• 0,4 N раствор NaOH. 16 г едкого натра растворяют в 
небольшом количестве дистиллированной воды. После остывания 
раствора доводят объем до 1 л.
• Стандартный раствор пировинограднокислого натрия 
CH3COCOONa, 22 мг точно взвешенного кристаллического пиру вата 
натрия (белого цвета) растворяют в небольшом количестве 
дистиллированной воды, переносят в мерную колбу емкостью 100 мл и 
доводят объем дистиллированной водой до метки; 1,6 мл раствора 
содержит 220 мкг пирувата натрия, что соответствует 176 мкг 
пировиноградной кислоты. Раствор используют для построения 
калибровочного графика.
Ход определения активности аспартатаминотрансферазы
(ACT):
Опытную пробу готовят следующим образом. В пробирку вносят 
0,5 мл субстратного раствора и прогревают смесь при 37 °С в течение 5 
мин. Затем добавляют 0,1 мл испытуемой сыворотки и пробирку 
помещают в термостат для выдерживания при 37 °С в течение 60 мин. 
После извлечения ее из термостата в содержимое пробирки добавляют 
0,5 мл 2,4-ДНФГ, После перемешивания пробы выдерживают в течение 
20 мин при комнатной температуре (для развития реакции). Затем 
приливают 5 мл 0,4 N раствора NaOH и после повторного тщательного 
перемешивания раствора пробу оставляют при комнатной температуре 
на 5— 10 мин для развития окраски. Оптическую плотность проб 
измеряют на ФЭКе при 540 нм (зеленый светофильтр) в кювете с 
шириной слоя 10 мм. Результаты сравнивают с аналогичными данными 
контрольных проб.
Контрольные пробы обрабатывают, как и опытные пробы, однако 
сыворотку крови в них добавляют после 2,4-ДНФГ.
Ход определения активности апанинаминотрансферазы (АЛТ:.
В пробирку вносят 0,5 мл субстратного раствора для 
исследования активности АЛТ, прогревают 5 мин при 37 °С, затем 
добавляют 0,1 мл испытуемой сыворотки, перемешивают и помещают 
смесь на 1 ч в термостат для инкубации при 37 °С. Дальнейший ход 
анализа осуществляют так же, как и при определении ACT.
Аминотрансферазную активность сыворотки рассчитывают по 
калибровочному графику, показывающему зависимость абсорбции от 
содержания пировиноградной кислоты в пробе. Чтобы получить данные 
для построения калибровочной кривой, в пробирки наливают 
ингредиенты в количестве, указанном в таблице, перемешивают их, 
добавляют по 0,5 мл раствора 2,4-ДНФГ и через 20 мин приливают по 5 
мл 0,4 N раствора NaOH. Через 5— 10 мин измеряют оптическую
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плотность проб на ФЭК при зеленом светофильтре (540 нм) в кюветах с 
шириной слоя 10 мм против контроля и производят расчет по 
калибровочному графику.________
Не пробирок Физ. р-р, мл Стандартный 
р-р пирувата 
натрия, мл
Субстратный 
р-р для ACT 
или АЛТ, мл
Активность трансаминаз
Моль/ч л М ккат/л
1 (контроль) ___0J___ - 0,50 . .
2 од 0,05 0,45 1,0 0,28
3 од 0,10 0,40 2,0 0,56
4 0,1 0,15 0,35 3,0 0,84
5 0,1 0,20 0,30 4,0 1.126 ______ 0.1 0,25 0,25 5,0 1,40
На осях ординат и абсцисс графика откладывают 
соответствующие величины абсорбции и активности фермента. Начиная 
с величины абсорбции 0,30, градуировочная линия отклоняется от 
прямой. Поэтому при показателях экстинкции выше 0,30 анализируемые 
пробы (с большой ферментативной активностью) разводят 
физиологическим раствором в 5— 10 раз. Полученные показатели 
активности фермента умножают на величину разведения. В сыворотке 
крови практически здоровых взрослых людей активность 
аминотрансфераз составляет 0,14—0,28 мккат/л (максимальное значение 
равно 0,42 мккат/л).
5.2. Кинетический метод определения активности АсАТ
Принцип метода: оптимизированный кинетически метод основан 
на следующих ферментативных реакциях:
АсАТ
L-acnapmam +  2-оксоглутарат < = >  глутамат + оксалоацетат,
МДГ
оксалооцетат + НАДИ +  Н* < = >  малат +  НАД*
Уменьшение концентрации НАДН пропорционально активности
АсАТ.
Реактивы (по наборам НТК «Анализ - X»):
• фосфатный буфер (pH = 7,4) -  L-аспартат, 80 мл.
• реагент ферментный (лиофилизат) -  смесь фермента, НАДН, 
2-оксоглутарата натрия
Ход исследования:
Длина волны 340 нм, кювета 1 см, температура 37 °С. 
Определение активности АсАТ проводят в сыворотке крови или плазме, 
без следов гемолиза. Отмеряют 1 мл рабочего раствора в кювету, 
прогревают ее содержимое при 37 °С в течение 5 мин. Добавляют 0,1 мл 
анализируемой пробы, перемешивают и инкубируют при температуре 37 
°С 1 мин. Замеряют оптическую плотность раствора по отношению к
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воздуху или воде. Затем в течение 3 мин замеряют оптическую 
плотность через каждые 60 с и рассчитывают среднее изменение оптиче­
ской плотности за минуту ДА/мин.
Расчет. Активность АсАТ в исследуемой пробе определяют по 
формуле:
Е/л = ДА /мин х 2430.
Область определения линейна до 200 Е/л. При превышении 
активности пробы разводят 0,9% раствором NaCl в соотношении 1 : 1, а 
полученный результат умножают на 2.
Нормальные величины равны 5—40 Е/л.
5.3. Кинетический метод определения активности АлАТ
Принцип метода: оптимизированный кинетический метод
основан на следующих ферментативных реакциях:
L-аланин + 2-оксоглутарат
АлАТ
< => глутамат + пируват,
пируват + НАДН + Н*
ДЛГ
< => лактат + НАД*.
Уменьшение концентрации НАДН пропорционально активности
АлАТ.
Реактивы.
• фосфатный буфер (pH = 7,4) -  D, L-аланин, 80 мл.
• реагент ферментный (лиофилизат) -  смесь фермента, НАДН, 
2-оксоглутарата натрия
Ход исследования:
Длина волны 340 нм, кювета 1 см, температура 37 °С. 
Определение активности АлАТ проводят в сыворотке крови или плазме 
без следов гемолиза. Отмеряют 1 мл рабочего раствора в кювету, 
прогревают ее содержимое при 37 °С в течение 5 мин. Добавляют 0,1 мл 
анализируемой пробы (сыворотки, плазмы), перемешивают и 
инкубируют при температуре 37 °С 1 мин. Замеряют оптическую 
плотность раствора по отношению к воздуху или воде. Затем в течение 3 
мин замеряют оптическую плотность через каждые 60 с и рассчитывают 
среднее изменение оптической плотности за минуту Д/мин.
Расчет. Активность АлАТ в исследуемой пробе определяют по 
формуле:
Е/л = АА/мин х П70.
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Область определения линейна до 200 Е/л. Пробы с активностью 
АлАТ выше 200 Е/л разводят 0,9% раствором NaCl в соотношении 1 : 1, 
а полученный результат умножают на 2. Липемические и желтушные 
сыворотки могут вызвать значительное помутнение пробы. В таких 
случаях проводят определение, добавляя к 1 мл рабочего раствора 0,05 
мл пробы, а результат умножают на 2.
Нормальные величины: 8—56 Е/л.
Клиническое значение определения активности аминотрасфераз 
в сыворотке крови.
Исследование активности АсАТ в сыворотке крови широко 
используется для диагностики инфаркта миокарда, заболеваний печени, 
мышечной патологии и др.
При инфарктах миокарда в 95% всех случаев активность АсАТ 
повышена. Повышение активности АсАТ иногда наблюдается при таких 
формах инфаркта миокарда, которые не диагностируются
электрокардиографически.
Выраженное увеличение активности аминотрансфераз
наблюдается при гангрене мышц, прогрессирующем миозите, 
миокардите, некрозе и травме скелетных мышц.
Наиболее высокие значенияя активности АсАТ и АлАТ 
регистрируются при остром (в том числе вирусном) гепатите и других 
формах поражения печени. При вирусных гепатитах активность 
аминотрансфераз повышается в очень ранние сроки — еще до появления 
желтухи. Увеличение активности ферментов наблюдается и у больных с 
безжелтушной формой заболевания. С наступлением выздоровления 
трансаминазная активность постепенно приходит к норме. При остром 
гепатите активность АлАТ повышается в большей степени, чем актив­
ность АсАТ.
5.4. Определение активности щелочной фосфатазы
Принцип метода: ЩФ расщепляет в глициновом буфере 4-нитро- 
фенилфосфат с образованием 4-нигрофенола и фосфата. Мерой 
каталитической активности фермента является количество осво­
божденного 4-нитрофенола.
Реактивы.
• Субстрат 4-нитрофенилфосфат, 0,92
• Буфер глициновфй,
• Стандартный раствор, 4-нитрофенол, 2,4 ммоль/л,
• Вспомогательный реактив -  раствор ингибитора
Ход исследования.
Длина волны 405—430 нм, кювета 1 см, температура 37 °С.
Кинетический метод.
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В кювете, выдержанной до постоянной температуры 37 °С, 
смешивают 1 мл реактива 2 и 0,02 мл пробы сыворотки. Смесь 
предварительно инкубируют не менее 5 мин, после чего стартуют 
реакцию 0,2 мл раствора 1, предварительно выдержанного до 
одинаковой температуры. Измеряют оптическую плотность в интервале 
от 30-й до 210-й с через каждые 60 с и вычисляют изменение оптической 
плотности АА за 1 мин.
Каталитическую концентрацию ЩФ в пробе рассчитывают по 
формуле:
Щ Ф (мккат /л) = 56,100  х ДА(405нм); 59,389  х ДА (410нм);
72,796 х ДА (420 нм); 103,174 * АА (430 нм).
Метод постоянного времени.
Определение проводят по схеме, приведенной в таблице.
Отмерить (мл) Проба Контрольный
раствор
Реактив 2 (буфер) 1,00 1,00
Сыворотка крови 0,02 —
Пепемешивают. инкубируют 5 мин при 37°С и прибавляют
Раствор 1 (субстрат) 0,20 0,20
Инкубируют точно 10 мин при 37°С и прибавляют
Раствор ингибитора 0,5 0,5
Сыворотка крови 0,02
Перемешивают и до 30 мин измеряют оптическую плотность пробы A i и 
контрольного раствора А ;  против воды и вычисляют разность оптических 
плотностей (А; -  Az) - AA____________________________________________________ j
Каталитическую концентрацию ЩФ в пробе рассчитывают по 
формуле:
Щ Ф (мккат /л) = 7,899 х АА(405 нм); 8,373 х ДА (410 нм);
10,263 х ДА  (420нм); 14 ,456х ДА (430нм).
Можно определить собственный калибровочный фактор, 
действительный для условий каждой лаборатории.
Фактор для кинетического определения;
1 мл реактива 2 смешивают с 0,2 мл дистиллированной воды и 
0,02 мл реактива стандарта. Измеряют оптическую плотность А против 
воды. F— 40/А.
Фактор для метода постоянного времени;
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1 мл реактива 2 смешивают с 0,2 мл дистилированной воды, 0,02 
мл реактива 3 (стандарта), прибавляют 0,5 мл раствора ингибитора и 
измеряют оптическую плотность А против воды. F = 4/А.
Референтные величины: Активность ЩФ при 37 °С у мужчин 
равна 0,90—2,29; у женщин 0,74—2,10; у детей 1,20—6,30 мккат/л.
Клиническое значение.
Возрастание активности ЩФ встречается главным образом у 
больных с двумя видами патологии: костными заболеваниями,
связанными с пролиферацией остеобластов, и заболеваниями, 
сопровождающимися явлениями холестаза.
5.5.Определение активности а-амилазы методом Каравея 
(микрометод).
Принцип метода: метод базируется на колориметрическом 
определении концентрации крахмала до и после его ферментативного 
гидролиза.
Реактивы:
•  раствор субстрата pH = 7,2-7,4
• 0,1% основной раствор йода и йодистого калия
• рабочий 0,01N раствор йода.
Примечания:
1. Слабый гемолиз не мешает исследованию.
2. Лимоннокислую и щавелевокислую плазму и плазму, 
приготовленную на ЭДТА, применять нельзя, так как цитраты, оксалаты 
и ЭДТА. ингибируют активность фермента.
3. При активности фермента выше 30 г/(ч*л) в сыворотке крови и 
выше 140 г/(ч*л) в моче, сыворотку или мочу следует развести водой, 
что соответственно должно учитываться при расчете активности 
ферментов. В случае высокой гиперферментамии мочу разводят в 100 
раз.
4. При определении амилазной активности нужно иметь в виду, 
что слюна содержит в 1000 и более раз больше фермента, чем 
сыворотка. Пот также обладает амилазной активностью, и при 
попадании его с кожных покровов в пробирку (при перемешивании проб 
большим пальцем) активность амилазы завышается на 25-80%.
Ход определения.
В обычную химическую пробирку вносят 1 мл раствора крахмала, 
субстрат прогревают 5 мин в водяной бане при 37 °С, после чего к нему 
добавляют 0,02 мл сыворотки (мочи или другой биологической 
жидкости). Пробу вновь помещают ровно на 5 мин в водяную баню (в 
суховоздушном термостате для этого должны быть баночки с водой). 
Контрольную пробу проводят так же, как опытную, но исследуемую 
биологическую жидкость в нее вносят после добавления раствора йода.
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Затем во все пробирки (опытные и контрольные) доливают по 1 мл 
рабочего раствора йода и по 8 мл дистиллированной воды, 
перемешивают стеклянной палочкой и колориметрируют на ФЭКе с 
красным светофильтром (630—690 нм) в кювете с шириной слоя 10 мм 
против дистиллированной воды. Рассчитывают активность а-амилазы в г 
расщепленного крахмала на 1 л сыворотки за 1 ч инкубации при +37 °С 
по формуле:
А. -  Л„. х 240  
А к
где 240 = 0,4 х 600; 0,4 — количество крахмала (мг), внесенного в опытную и 
контрольную пробы, 600 = 50 х 12 (50 — коэффициент пересчета на количество 
крахмала в г, гидролизованного 1 л сыворотки; 12 — коэффициент пересчета с 5 
мин на 60 мин).
Норма: активность фермента в сыворотке крови равна 16— 30 
г/(ч • л), в моче 28— 160 г/(ч • л).
Клиническое значение.
Значительное возрастание активности фермента встречается, 
главным образом, при заболеваниях поджелудочной железы. При остром 
панкреатите активность фермента крови и мочи увеличивается в 10—40 
раз. Гиперамилаземия наступает в начале заболевания, достигает 
максимума к 12—24 ч после развития панкреатита, затем быстро 
снижается и приходит к норме на 2— 6-е сут.
Тема: Лабораторные исследования углеводного обмена и 
липидов.
Углеводы, входящие в состав пищи, поставляют около 60% 
требуемой энергии. В ЖКТ сложные углеводы пищи (в основном 
шшсахарид крахмал) расщепляются до моносахаридов (глюкоза, 
фруктоза, галактоза), которые всасываются в кровь. На долю глюкозы 
приходится до 80% абсорбированных моносахаридов. Кроме того, 
большая часть фруктозы и галактозы так же превращается в глюкозу. 
Большинство клеток в организме человека, когда потребность в глюкозе 
велика, а ее поступление ограничено (например, при голодании), 
способно превращать в глюкозу жиры и белки.
В каждой клетке аэробного организма, в результате
метаболического окисления глюкозы в присутствии кислорода до С 02 и 
Н20 , аккумулируемая в каждой молекуле глюкозы энергия используется 
для образования АТФ из АДФ. Энергия, заключенная в молекуле АТФ, в 
дальнейшем используется для осуществления многих биохимических 
реакций внутри клетки.
При катаболизме одной молекулы глюкозы в присутствии 
кислорода образуется 2 молекулы пирувата и 8 молекул АТФ. При 
дальнейшем превращении пирувата в цикле Кребса синтезируется еще 30
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молекул Al Ф. Таким образом, окисление одной молекулы глюкозы до 
С 02 и Н20  сопровождается образованием 38 молекул АТФ.
При недостатке кислорода глюкоза может окисляться в процессе 
гликолиза, но пируват не поступает в митохондрии, имеющие ферменты 
пируватдегидрогеназного комплекса и цикла Кребса. Он превращается в 
цитоплазме в молочную кислоту, накопление которой является причиной 
метаболического ацидоза.
Большинство клеток человеческого организма способно запасать 
глюкозу в ограниченных количествах, но основными депо глюкозы 
являются клетки печени, мышечной и жировой ткани. Клетки печени и 
миоциты запасают глюкозу в виде гликогена в процессе гликогенеза. 
Обратный процесс -  гликогенолиз -  позволяет глюкозе покидать депо прй 
снижении сахара в крови. Жировые клетки в процессе липогенеза 
депонируют глюкозу в виде глицерина, который вовлекается в состав 
триглицеридов. Обратный процесс — липолиз происходит только после 
исчерпания запасов гликогена. Таким образом , гликоген обеспечивает 
краткосрочное депонирование глюкозы, а глицерин -  долгосрочное.
Несмотря на значительные колебания в поступлении и утилизации 
глюкозы в течении дня, ее уровень в крови обычно не поднимается выше
8,0 и не опускается ниже 3,3 ммоль/л.
При недостаточной секреции инсулина или его неадекватном 
действии на клетки-мишени развивается сахарный диабет. Комитет 
экспертов ВОЗ определил сахарный диабет, как синдром хронической 
гипергликемии, развивающейся вследствие абсолютного или 
относительного дефицита инсулина, и проявляющийся глюкозурией, 
полидипсией, нарушениями липидного, белкового и минерального 
обмена, развитием острых и хронических осложнений.
Критерии ВОЗ для диагностики сахарного диабета по случайным 
определениям глюкозы (в моль/л)____________
Образец Сахарный диабет
вероятный неопределенный маловероятный
Венозная плазма >11,1 5,5-11,1 <5,5
Венозная кровь >10,0 4,4-10.0 <4,4
Капиллярная плазма >12,2 5,5-12,2 <5,5
Капиллярная кровь >11,1 4,4-11,1 <4,4
Образец Измерение
^лсрантности к глюко: 
Диабет
*е (в ммоль/л) 
Нарушенная 
толеранотность
Венозная плазма Натощак >7,8 <7,8
через 2 часа >11,1 7.8-11,1
Венозная кровь Натощак >6,7 <6,7
через 2 часа >10,0 6,7-10,0
Капиллярная плазма Натощак >7,8 <7,8
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через 2 часа >12.2 8.9-12.2
Капиллярная кровь Натощак 
через 2 часа
>6,7
2 ± У _____________
<6,7
7.8-11.1
Липиды в плазме представлены, в основном, жирными кислотами, 
триглицеридами, холестерином и фосфолипидами. Другие
жирорастворимые вещества присутствуют в значительно меньших 
количествах — это стероидные гормоны и жирорастворимые витамины.
Триглицериды состоят из глицерина, этерифицированного тремя 
жирными кислотами, такими как стеариновая или пальмитиновая. 
Триглицериды поступают в организм с пищей и могут синтезироваться в 
печени и жировой ткани. Они являются источником энергии для 
метаболических процессов. Хотя большая часть жирных кислот 
человеческого организма являются насыщенными, некоторые
ненасыщенные жирные кислоты играют важную роль как 
предшественники простагландинов и при этерификации холестерина. 
Триглицериды, входящие в состав клеточных мембран, содержат как 
насыщенные, так и ненасыщенные жирные кислоты.
Холестерин так же является важным элементом мембранной 
структуры, предшественником стероидных гормонов и желчных кислот. 
Холестерин присутствует в пищевых жирах и может синтезироваться 
многими тканями, но большая часть печенью. Экскретируется холестерин 
с желчью либо в неизмененном виде, либо в виде желчных кислот.
Фосфолипиды представляют собой соединения, сходные с 
триглицеридами, с тем различием, что один из остатков жирных кислот 
замещен фосфатом и азотистым основанием. Фосфолипиды являются 
важным компонентом клеточных мембран.
Липиды нерастворимы в воде и транспортируются плазмой крови в 
связанном с растворимыми белками виде. Эти белки, транспортирующие 
липиды, называются апопротеинами, а комбинации липидов с ними — 
липопротеинами.
Липопротеины классифицируют на основе их плотности, 
выявляемой при ультрацентрифугировании. Плотность увеличивается от 
хиломикронов (ХМ, самая низкая плотность), далее идут липопротеины 
очень низкой плотности (ЛПОНП), промежуточной плотности (ЛППП), 
низкой плотности (ЛПНП), и высокой плотности (ЛПВП).
Хиломикроны (ХМ) образуются из пищевых жиров в тонком 
кишечнике. Состав: апопротеин 2%, триглицериды 90%, холестерин 5%, 
другие липиды 3%. Их функция -  транспорт пищевых ТГ из кишечника. 
ТГ доставляются в жировую ткань, где они депонируются, и в мышцы, где 
они используются как источник энергии.
ЛПОНП синтезируются в печени. Состав: апопротеин 10%, 
триглицериды 60%, холестерин 15%, другие липиды 15%. Их функция —
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транспорт ТГ, синтезированных в печени, в жировые и мышечные клетки. 
Это предшественники ЛППП и ЛПНП.
ЛППП присутствуют в крови лишь в незначительной
концентрации, но могут накапливаться при нарушениях метаболизма 
липидов. Состав: апопротеин 20%, триглицериды 20%, холестерин 25%, 
другие липиды 35%.
ЛПНП это то, что остается от ЛПОНП, когда ТГ из последних 
попадают в жировые и мышечные клетки. Это основные переносчики ХС, 
синтезированного в организме, ко всем тканям. Состав: апопротеин 25%, 
триглицериды 10%, холестерин 55%, другие липиды 10%. Около 70% ХС 
крови входит в состав ЛПНП.
ЛПВП синтезируются в печени. Состав: апопротеин 50%,
триглицериды 3%, холестерин 20%, другие липиды 25%. При 
высвобождении в кровоток они состоят преимущественно из апопротеина. 
Но по мере циркуляции в крови обогащаются ХС. Их основная функция -  
транспортировать излишки ХС из непеченочных клеток обратно в печень 
для дальнейшей экскреции. Около 30% ХС крови входит в состав ЛПВП.
Метаболизм липидов регулируется ЦНС и эндокринной системой. 
При стрессовых ситуациях происходит выброс катехоламинов. Они 
усиливают липолиз и мобилизацию жирных кислот из жировых депо 
путем активации тканевых липаз. При этом угнетается продукция 
инсулина поджелудочной железой и снимается ингибирующее влияние 
его на активность липазы. Аналогичным образом усиливают липолиз 
такие гормоны, как глюкагон, тироксин, глюкокортикоиды. Стимулируют 
процесс распада жира гормон роста (соматотропин) и 
адренокортикотропный гормон (кортикотропин). Эстрогены 
способствуют синтетическим процессам. Андрогены способствуют 
липолизу. Угнетают липолиз инсулин и простагландины.
Дислипопротеинемии - количественные и качественные 
нарушения состава липопротеинов крови. Гипер- и 
гиполипопротеинемии — соответственно повышенное или пониженное 
содержание в плазме крови липопротеинов одного или нескольких 
классов; алипопротеинемии — отсутствие липопротеинов одного из 
классов в плазме крови. Чаще встречаются гиперлипопротеинемии. 
Концентрация в крови различных классов липопротеинов определяется 
главным образом соотношением процессов липосинтеза и липолиза.
Количественные и качественные нарушения состава 
липопротеинов крови могут быть связаны с изменением скорости 
образования их в печени и катаболизма в организме или скорости 
превращения одного класса липопротеинов плазмы крови в другой, а 
также с образованием в печени аномальных или патологических 
липопротеинов либо с формированием аутоиммунных комплексов 
липопротеин — антитело.
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Стабильные изменения одного или нескольких показателей 
липопротеинового обмена при отсутствии каких-либо заболеваний и 
факторов, приводящих к его нарушению, считают первичными Д. 
Вторичные дислипопротеинемии развиваются после рождения 
вследствие различных заболеваний и воздействия неблагоприятных 
факторов.
Первичные дислипопротеинемии обусловлены специфическими 
нарушениями в обмене липопротеинов наследственной природы.
Гиперлипопротеинемии включают гиперлипопротеинемии I, На, 
Иб, III. IV и V типа, при которых основное изменение в составе 
липопротеинов заключается в повышении содержания в плазме крови 
хиломикронов, липопротеинов низкой и очень низкой плотности, и 
гиперальфалипопротеинемию (повышение концентрации липопротеинов 
высокой плотности).
Вторичные дислипопротеинемии развиваются в различные 
периоды жизни вследствие неправильного питания (нарушение режима 
питания, качественного и количественного состава пищи), гиподинамии, 
длительного употребления алкоголя, при дисфункции желудочно- 
кишечного тракта, панкреатите, гепатите, холецистите, сахарном 
диабете, гликогенозах, гипотиреозе, нефрите и многих других 
заболеваниях.
Вторичные дислипопротеинемии чаще проявляются повышенным 
содержанием в крови нескольких классов липопротеинов (сочетанные 
гиперлипопротеинемии).
ЩЕЛЬ ЗАНЯТИЯ.
1.1. Изучить правила подготовки пациента, забора и 
транспортировки материала для исследования углеводного обмена и 
липидов.
1.2.Освоить методы исследования углеводного обмена и липидов 
дать их аналитическую оценку.
2. СОДЕРЖАНИЕ ЗАНЯТИЯ.
2.1. Тестовый контроль исходного уровня знаний.
2.2. Разбор теоретического материала по теме занятия.
2.3. Лабораторная работа: «Определение сыворотке крови 
показателей, характеризующих углеводный и липидный обмен».
3. ВОПРОСЫ ПО ТЕМЕ ЗАНЯТИЯ.
3.1. Биологическая роль углеводов. Классификация углеводов.
3.2. Определение глюкозы в крови и моче по цветной реакции с 
ортото лу и ди ном.
3.3. Определение содержания глюкозы ферментативным методом.
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3.4. Классификация липидов. Липопротеины плазмы крови.
3.5. Лабораторные показатели липидного обмена. Методы 
определения общих липидов в сыворотке крови.
3.6. Методы определения уровня общего холестерина и 
триглицеридов.
4.ВОПРОСЫ ДЛЯ САМОСТОЯТЕЛЬНОГО ИЗУЧЕНИЯ.
4.1 .Методы определения толерантности к глюкозе.
4.2. Методы определения сиаловых кислот.
5. ЛАБОРАТОРНАЯ РАБОТА.
5.1. Определение общих липидов в сыворотке крови по 
цветной реакции с сульфофосфованилиновым реактивом.
Принцип метода: продукты распада ненасыщенных липидов 
образуют с сульфофосфованилиновым реактивом (состоящим из серной, 
ортофосфорной кислот и ванилина) насыщенно-красное соединение, 
интенсивность окраски которого пропорциональна содержанию общих 
липидов в сыворотке крови.
Реактивы:
• серная кислота, концентрированная, «х.ч.»
• ортофосфорная кислота, концентрированная, «х.ч.»
• водный раствор ванилина, 6 г/л
• фосфорно-ванилиновая смесь
• хлороформ «х.ч.»
• стандартный раствор триолеина, 8 г/л.
Ход исследования.
Опытная проба. К 0,05 мл сыворотки прибавляют 2,5 мл 
концентрированной серной кислоты. Содержимое пробирки тщательно 
перемешивают и помещают на 10 мин в кипящую водяную баню. 
Пробирку вынимают и сразу же охлаждают водопроводной водой до 
комнатной температуры. Из пробирки отбирают 0,2 мл смеси, которую 
переносят в другую пробирку, содержащую 3 мл фосфорнованилиновой 
смеси. После тщательного перемешивания пробу оставляют на 45 мин в 
темноте при комнатной температуре. Абсорбцию измеряют при длине 
волны 525 нм (500—560 нм) в кювете с толщиной слоя 5 мм. Результаты 
сравнивают с аналогичными данными контрольной пробы.
Контрольную и стандартную пробы ставят так же, как опытную, 
но вместо сыворотки в контрольную пробу берут 0,05 мл воды, а в 
стандарт — 0,05 мл стандарта.
Расчет производят по формуле:
С  on =  A o n  х  Сет
А cm
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где C c  — концентрация опытной пробы (г/л); А„„ — абсорбция опытной 
пробы; Сет — концентрация стандарта, в данном случае 8 г/л.
Норма общих липидов у взрослых составляет 4,0—8,0 г/л.
Клиническое значение.
Гиперлипидемия (гиперлипемия) — увеличение концентрации 
общих липидов плазмы, как физиологическое явление может 
наблюдаться через 1—4 ч после приема пищи (алиментарная ги­
перлипемия). Концентрация липидов в крови повышается при сахарном 
диабете, тяжелых заболеваниях почек, эссенциальной (семейной) 
гиперлипемии, ожирении, атеросклерозе, ишемической болезни сердца, 
при гипотиреозе (микседеме), панкреатите, злоупотреблении алкоголем.
Гиперлипемия — постоянное явление у больных с билиарным 
циррозом печени или с острым гепатитом (особенно в желтушном 
периоде).
5.2. Определение общего холестерина сыворотки крови, 
основанный на реакции Либермана—Бурхардта (метод Илька).
Принцип метода: ХС в присутствии уксусного ангидрида, смеси 
уксусной и серной кислот дает зеленое окрашивание, интенсивность 
которого пропорциональна содержанию холестерина.
Реактивы:
• реактив Либермана-Бурхарда
• стандартный раствор холестерина, 4,7 ммоль/л
• абсолютный этиловый спирт
Ход исследования.
Все пробирки и пипетки следует содержать сухими. Сыворотка 
крови не должна иметь следов гемолиза. Появление мути может быть 
вызвано только наличием воды в реактиве или в посуде. Сыворотку 
нужно добавлять очень медленно, по стенке пробирки, — только тогда 
получается чистое изумрудное окрашивание раствора. При быстром 
приливании сыворотки появляется примесь желтого цвета, и в связи с 
этим возникают более высокие значения абсорбции. При ряде 
заболеваний внутренних органов уровень ХС плазмы (сыворотки) крови 
претерпевает как увеличение, так и снижение.
К 2,1 мл реактива Либермана—Бурхардта осторожно, очень 
медленно добавляют 0,1 мл негемолизованной сыворотки так, чтобы она 
стекала по стенке пробирки. Пробирку при этом энергично встряхивают 
10— 12 раз, оставляют на 20 мин при комнатной температуре для 
развития окраски. Затем смесь колориметрируют на ФЭКе при длине 
волны 590—630 нм в кювете с шириной слоя 5 мм. Показатели
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абсорбции учитывают в сравнении с таковыми контрольной пробы 
(реактива 1). Для построения калибровочного графика из стандартного 
раствора ХС готовят ряд разведений.
В таблице представлены данные к построению калибровочного 
графика для определения холестерина.
№ Стандартный раствор 
холестерина, мл
Реактив 1, мл Концентрация
холестерина,
ммоль/л
1 0,05 2,15 2,35
2 0,10 2,10 4,7
3 0,15 2,05 7,0
4 0,20 2,00 9,3
5 0,25 1,95 11,6
Отдельные стандартные пробы обрабатывают так же, как и 
опытные, т. е. энергично встряхивают, выдерживают при комнатной 
температуре 20 мин, после чего фотометрируют. Калибровочный график 
строят по цифрам абсорбции, найденным в результате фотометрии 
стандартных проб. Затем вычисляют фактор и концентрацию ХС в 
ммоль/л в пробе рассчитывают умножением абсорбции пробы на 
фактор.
Норма холестерина составляет 3,0—5,5 ммоль/л.
Клиническое значение.
Гиперхолестеринемия — наиболее значимый фактор риска 
коронарного атеросклероза, установлена связь гиперхолестеринемии с 
коронарным атеросклерозом, частотой клинических проявлений ИБС и 
инфаркта миокарда.
Гиперхолестеринемия наблюдается при заболеваниях печени, 
сопровождающихся внутри- и внепеченочным холестазом (при 
обтурационной желтухе), поражениях почек (гломерулонефрите, 
нефротическом синдроме, хронической почечной недостаточности), 
злокачественных опухолях поджелудочной железы и простаты, подагре, 
гипертонической болезни, эндокринных расстройствах, гипотиреозе, 
сахарном диабете, хроническом алкоголизме, гликогенозе I типа, 
ожирении.
Снижение уровня ХС плазмы — гипохолестеринемия — наблю­
дается при голодании, у больных с нарушениями всасывания, при 
поражении ЦНС, кахексии (раковой), гипертиреозе, острых 
инфекционных заболеваниях, остром панкреатите, острых гнойно­
воспалительных процессах, лихорадочных состояниях, легочном 
туберкулезе, пневмонии, саркоидозе, бронхите, анемиях, гемоли­
тической желтухе, остром гепатите, злокачественных опухолях печени,
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раке кишечника, ревматизме и некоторых других заболеваниях, а также 
при эффективной гиполипидемической терапии.
5.3. Определение уровня холестерина липопротеинов высокой 
плотности (а-холестерина).
Принцип метода: метод основан на способности ЛПНП и 
ЛПОНП в противоположность ЛПВП образовывать нерастворимые 
комплексы с гепарином в присутствии ионов марганца. В надосадочной 
жидкости определяют содержание холестерина ЛПВП (а-ХС).
Реактивы:
• 2 моль/л раствора хлористого марганца (19,791 г МпС12 •
4Н20)
• гепарин 5000 Ед в 1 мл
• все реактивы необходимые для определения общего 
холестерина
Кровь для анализа содержания а-ХС берут у обследуемого утром 
натощак, через 12— 14 ч после последнего приема пищи. В течение 2 нед 
до взятия крови необходимо прекратить использование лекарственных 
препаратов, влияющих на липидный обмен. Взятая цельная кровь может 
храниться при 4 °С не более 3 ч.
Для исследования можно применять как сыворотку, так и плазму, 
полученную с использованием этилендиаминтетрауксусной кислоты 
(ЭДТА) в качестве антикоагулянта (1 мг сухой динатриевсй соли ЭДТА 
на 1 мл крови).
Ход исследования:
К 1,0 мл плазмы (сыворотки) добавляют 0,04 мл раствора 
гепарина, перемешивают в течение 10 с. К смеси доливают 0,05 мл 
раствора МпС12, перемешивают на протяжении 10 с, оставляют в 
ледяной бане на 30 мин, затем пробу центрифугируют в течение 30 мин 
при 3000 об/мин. 0,1 мл полученной таким образом надосадочной 
жидкости добавляют медленно по стенке пробирки к 2,1 мл реактива 
Илька и далее определяют, как общий ХС. При окончательном расчете 
результаты умножают на поправочный коэффициент 1,09, учитывающий 
степень разведения плазмы при добавлении к ней гепарина и марганца.
Нормальные величины холестерина ЛПВП (а-ХС) равны 0,9— 1,9 
ммоль/л.
Коэффициент атерогенноети (КА) рассчитывают по следующей 
формуле:
КА - ХС  -  а-ХС  
а-ХС
У здоровых людей в норме он составляет 2—3.
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Клиниеское значение.
Снижение уровня ХС-ЛПВП более четко предсказывает форми­
рование ИБС, чем увеличение содержания в сыворотке крови общего 
ХС. Уменьшение концентрации а-ХС всего лишь на 0,13 ммоль/л (с 0,91 
ммоль/л до 0,78 ммоль/л) в 3 раза повышает риск заболеваемости ИБС. 
Значительное уменьшение концентрации а-ХС (до уровня меньше 0,52 
ммоль/л) и повышение холестеринового коэффициента атерогенности 
отмечается у лиц с алиментарным ожирением, что свидетельствует о 
риске развития у них ИБС. Гиподинамия и курение приводят к 
снижению уровня а-ХС.
5.4. Определение уровня триглицеридов.
Принцип метода:
ЛПЛ
Триглицериды —* глицерин + жирные кислоты
ГК
Глицерин + АТФ —* глицерин-3-фосфат + АДФ
ГФО
Г лицерин-3-фосфат + СЬ —* диоксиацетонфосфат + Н2СЬ
ПОД
2Н2О2 + 4-ААП + DHBS —* хинонимин + 4H2Q
Интенсивность окраски хономинина, определяемая 
фотометрически, прямо пропорциональна кониетрации триглицеридов в 
проб.
Реактивы:
1. Реагент ферментный
2. Буферный раствор pH 6,9
3. Калибровочный раствор 2,5 ммоль/л (220 мг %)
Линейная область до 8,0 ммоль/л (700 мг %)
Ход исследования.
Длина волны 490-500 нм, температура измерений 37 °С, кювета 10 
мм.
Соотношение компонентов в реакционной смеси.
Отмерить (мл) Опытная проба Холостая проба Калибровочная проба
Образец 0,01 - -
Рабочий реагент 1,0 1,0 1,0
Калибровочный р-р “ - 0,01
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Реакционную смесь перемешивают и инкубируют 10 минут при 
темп. 37°С. Измеряют оптическую плотность опытной пробы ( А и 
калибровочной пробы (А^твр) против холостой пробы. Стабильность 
окраски 15 минут.
Концентрацию триглицеридов в исследуемой жидкости (C,lpo6) в 
ммоль/л определяют по формуле:
C>ipo6 С  калибр / A  X  Attpoó
От рассчитанной концентрации триглицеридов в пробе надо 
вычесть 0,11 ммоль/л (10 мг%), что отвечает средней концентрации 
свободного глицерина в сыворотке.
Нормальные величины:
Женщины 0,40 -  1,54 ммоль/л (35-135 мг%)
Мужчины 0,45 -  1,82 ммоль/л (40-160 мг%)
Клиническое значение.
Повышение уровня триглицеридов наблюдается при ожирении, 
хронической ишемической болезни сердца, вирусном гепатите, циррозе 
печени, панкреатите, нефротическом синдроме, хронической почечной 
недостаточности, сахарном диабете, болезни Дауна.
Понижение -  при лимфангиэктазии кишечника, хронических 
обструктивных заболеваниях легких, инфаркте мозга, лактозурии.
5.5.Определение содержания глюкозы ферментативным 
методом
Принцип метода: глюкоза окисляется в присутствии
глюкозооксидазы согласно реакции:
Глюкоза +  О} — *  глюконолактон +  НХХ
Образующаяся перекись водорода под действием пероксидазы 
окисляет субстрат с образованием окрашенного продукта, оп­
ределяемого фотометрически.
Ход исследования глюкозы в плазме, сыворотке крови или в моче. 
Длина волны 510 нм (сине-зеленый светофильтр), кювета с рабочей 
шириной 10 мм. Компоненты в реакционной смеси отбирают в количе­
ствах согласно данным таблицы.
Реакционную смесь перемешивают и инкубируют 15 мин при 37 
°С при предварительно прогретом рабочем растворе. Измеряют 
оптическую плотность птной пробы Аоп и стандартной пробы Аст против 
холостой пробы. Стабильность окраски 15 мин.
Отмерить, (мл) Опытная проба ! Стандарт } Х олостая проба
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Сыворотка, плазма, моча 0,01
Стандарт глюкозы 0,01
Дистиллированная вода 0,01
Рабочий реагент 1,00 1,00 1,00
Расчет концентрации глюкозы производят по формуле:
О  он ~  d o n  *  (-'em
где Сол — концентрация в опытной пробе (ммоль/л); А<щ — оптическая 
плотность опытной пробы; Аст —  оптическая плотность стандарта; Ссг — 
концентрация стандарта (5,55 или 16,0 ммоль/л).
Определение концентрации глюкозы в цельной крови. Цельную 
кровь депротеинируют депротеинирующим реактивом (3% ТХУ). Перед 
употреблением содержимое флакона 3 разводят дистиллированной 
водой до 100 мл. Глюкозу определяют в надосадочной жидкости после 
центрифугирования. Объемы компонентов приведены в таблице.
Отмерить (мл) Опытная проба Стандарт Холостая проба
Цельная кровь 0,05
Стандарт 0,05
Дистиллированная вода 0,05
Депротеинирующ ий 0,5 0,5 0,5
раствор
П робу перемешивают 1 центрифугируют 10 мин при 1500 об/мин
Над о с ад очная жидкость 0,10 0,10 0,10
Рабочий реагент 1,00 1,00 1,00
Далее измерение проводят так же, как при анализе без 
депротеинирования. Расчет концентрации глюкозы производят по 
указанной выше формуле. В случае, когда оптическая плотность 
опытной пробы превышает 0,85, образец разводят дистиллированной 
водой в соотношении 1 : 1, а полученный результат умножают на 2.
Клиническое значение
Уровень глюкозы в крови практически здоровых людей под­
держивается в относительно постоянных пределах благодаря действию 
сложных физиологических механизмов нейрогуморальной регуляции, 
опосредующих свое влияние через ряд органов и тканей, прежде всего 
через печень — «центральную лабораторию» человеческого 
организма.У одного и того же человека в разные периоды суток 
концентрация глюкозы находится в пределах 3,3—6,7 ммоль/л. В норме 
натощак уровень глюкозы составляет 3,5—5,55 (6,1) ммоль/л.
гиергликемия наблюдается при сахарном диабете, гиперфункции 
эндокринных желез, продуцирующих гормоны -  антагонисты инсулина
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(болезнь Иценко-Кушинга, акромегалия, тиреотоксикоз, 
феохромоцитома). Алиментарные гипергликемии встречаются при 
избыточном употреблении углеводов. Гипогликемия чаще связана с 
абсолютным или относительным повышением уровня инсулина в крови.
Тема: Лабораторные исследования пигментного обмена.
Желчными пигментами называют продукты распада гемоглобина, 
миоголобина, цитохромов и гемсодержащих ферментов. К желчным 
пигментам относятся билирубин и уробилиноиды.
В норме в организме взрослого человека за один час разрушается 
1-2*108/л эритроцитов. Высвободившийся при этом гемоглобин 
превращается в вердоглобин, который разрушается на глобин и гем. 
Железо гема включается в общий обмен железа. Свободная от железа 
порфириновая часть гема подвергается метаболизму в микросомальной 
фракции ретикулоэндотелиальных клеток печени, селезенки и костного 
мозга сложной ферментативной системой -  гемоксигеназой. К моменту 
поступления гема из гемовых белков в гемоксигеназную систему гем 
превращается в гемин. Гемин в результате ряда последовательных 
окислительно-восстановительных реакций метаболизируется в 
биливердин, который, восстанавливаясь под действием 
биливердинредуктазы, превращается в билирубин. Поскольку 
образовавшийся билирубин плохо растворим в плазме и воде, он 
доставляется в печень в специфически связанном с альбумином 
состоянии.
Дальнейший метаболизм билирубина в основном происходит в 
печени. Здесь происходит переход билирубина от альбумина к 
гепатоцитам. В гепатоцитах билирубин переходит из
водонерастворимой формы в водорастворимую. Процесс называется 
конъюгацией. Сначала происходит образование
билирубинмоноглюкуронида, а затем билирубиндиглюкуронида, 
который секретируется в желчь против весьма высокого градиента 
концентрации при участии механизмов активного транспорта. В составе 
желчи коньюгированный билирубин поступает в кишечник.
После того как билирубин достигает области подвздошной и 
толстой кишок, глюкурониды гидролизуются специфическими 
бактериальными ферментами. Далее кишечная микрофлора
восстанавливает пигмент с последовательным образованием
мезобилирубина и мезобилиногена (уробилиногена). Часть
образовавшегося мезобилиногена (уробилиногена) всасывается через 
кишечную стенку, попадает в портальную вену и поступает в печень, где 
полностью расщепляется до дипирролов, поэтому в норме в общий круг 
кровообращения и мочу уробилиноген не попадает. Большая часть 
мезобилиногена (уробилиногена), образующегося в толстом кишечнике,
150
окисляется в стеркобилиноген (уробилин), который в нижних отделах 
толстого кишечника окисляется до стеркобилина и выделяется с калом. 
Лишь небольшая часть стеркобилиногена всасывается в нижних отделах 
толстого кишечника в систему нижней полой вены и выводится почками 
с мочой. Следовательно моча человека содержит в норме следы 
стеркобилиногеа (уробилина), но не уробилиногена ( мезобилиногена).
Важнейшие пигменты — порфирины, хромопротеиды, меланины, 
каротиноиды, флавоны и др. Такие хромопротеиды, как гемоглобин, 
миоглобин, каталаза, цитохромы, в качестве простетической (т. е. 
небелковой) группы содержат железопорфириновый комплекс (гем). 
Образование гемоглобина происходит в гемопоэтических клетках 
костного мозга; миоглобин образуется, по-видимому, внутри мышечных 
волокон, а цитохромы и каталаза непосредственно в содержащих их 
тканях. При биосинтезе порфиринсодержащих пигментов сначала 
происходит синтез протопорфирина (из янтарной кислоты и глицина), в 
который затем включается атом железа, и в результате образуется гем. 
После присоединения к нему соответствующего белка завершается 
синтез того или иного хромопротеида. В процессе биологического 
распада порфириновых белковых пигментов высвобождаются железо и 
белок, а протопорфирин превращается в желчные пигменты.
В цепи реакций биосинтеза и превращений пигментов могут 
возникнуть патологические нарушения, ведущие к тяжелым 
заболеваниям. Так, при блокировании некоторых стадий биосинтеза 
порфириновых пигментов наступает порфирия, сопровождаемая 
анемией (резкое уменьшение образования гемоглобина) и 
порфиринурией (выделение с мочой промежуточных продуктов 
пигментного обмена). Во всех случаях гемолиза усиливается распад 
гемоглобина. Под влиянием некоторых ядов (например, цианида, окиси 
углерода) может происходить окисление гемоглобина с образованием 
метгемоглобина.
1. ЦЕЛБ ЗАНЯТИЯ.
1.1. Изучить правила подготовки пациента, забора и 
транспортировки материала для исследования пигментного обмена.
1.2.Освоить методы исследования пигментного обмена и дать их 
аналитическую оценку.
2. СОДЕРЖАНИЕ ЗАНЯТИЯ.
2.1. Тестовый контроль исходного уровня знаний.
2.2. Разбор теоретического материала по теме занятия.
2.3 .Лабораторная работа: «Определение сыворотке крови
содержания билирубина».
3. ВОПРОСЫ ПО ТЕМЕ ЗАНЯТИЯ.
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3.1. Образование и метаболизм желчных пигментов.
3.2. Общий билирубин в сыворотке. Методы определения.
3.4. Прямой и непрямой билирубин в сыворотке.
3.5. Желчные кислоты в сыворотке.
3.6. Клинико-диагностическое значение исследования 
показателей пигментного обмена.
4. ВОПРОСЫ ДЛЯ САМОСТОЯТЕЛЬНОГО ИЗУЧЕНИЯ.
4.1. Определение порфиринов в плазме и эритроцитах.
4.2. Определение копро- и протопорфирина.
5. ЛАБОРАТОРНАЯ РАБОТА.
5.1. Определение содержания билирубина колориметрическим 
диазометодом Йендрашика—Клеггорна—Грофа
Принцип метода: при взаимодействии сульфаниловой кислоты с 
азотистокислым натрием образуется диазофенилсульфоновая кислота, 
которая, реагируя со связанным билирубином сыворотки, дает розово­
фиолетовое окрашивание. По интенсивности его судят о концентрации 
билирубина, вступающего в прямую реакцию. При добавлении к 
сыворотке крови кофеинового реактива свободный билирубин 
переходит в растворимое диссоциированное состояние, благодаря чему 
он также вызывает розово-фиолетовое окрашивание раствора со смесью 
диазореактивов. По интенсивности последнего фотометрически 
определяют концентрацию общего билирубина. По разнице между 
содержанием общего и связанного билирубина находят количество 
свободного.
Реактивы:
• кофеиновый реактив
• диазосмесь
• физиологический раствор (NaCl 0,9г/л)
Ход исследования:
В три пробирки (для определения уровня общего билирубина, 
связанного билирубина и постановки контрольной пробы на цвет 
сыворотки) вносят реактивы согласно таблице.
Допускается уменьшение объемов сыворотки и реагентов в 2,5 
раза при работе с кюветами объемом 1 мл с шириной слоя 10 мм.
Отмерить, мл О бщ ий билирубин Конъюгированный 
(связанный) билирубип
Контрольная проба 
(для каждойсыворотки)
Сыворотка 0,5 0,5 0,5
Кофеиновый реактив 1,75 — 1,75
Ф изиологический — 1,75 0,25
раствор
Диазосмесь 0,25 0,25 —
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Содержание конъюгированного (связанного) билирубина из­
меряют спустя 5— 10 мин после добавления диазосмеси, так как при 
длительном стоянии пробы в реакцию вступает свободный билирубин. 
При определении уровня общего билирубина пробу оставляют при 
комнатной температуре на 20 мин для развития окраски. В дальнейшем 
окраска пробы не изменяется. Колориметрируют пробы при длине 
волны 500—560 нм. В случае использования ФЭКа применяют кювету с 
шириной слоя 5 мм. Расчет содержания общего и связанного билирубина 
производят по калибровочному графику, построенному в соответствии с 
инструкцией к наборам реагентов «Билирубин-эталон». Для определения 
уровня несвязанного (свободного) билирубина из цифры общего его 
содержания вычитают показатель конъюгированного (связанного) 
билирубина (прямого).
В норме концентрация общего билирубина в плазме (сыворотке) 
у взрослых составляет 8,55—20,52 мкмоль/л; связанного — 3,1—5,4 
мкмоль/л; свободного — 5,45— 18,94 мкмоль/л. У новорожденных 
доношенных детей на 3—4 сутки жизни концентрация общего 
билирубина без угрозы развития ядерной желтухи составляет до 220,0 
мкмоль/л; у недоношенных — до 170,0 мкмоль/л.
Клиническое значение.
Появление желтухи отмечается обычно при уровне билирубина в 
крови 27—34 мкмоль/л и более. Причинами гипербилирубинемии могут 
быть: повышенный гемолиз эритроцитов, нарушение функции
печеночных клеток, задержка оттока желчи.
В первом случае говорят о так называемой гемолитической 
желтухе, во втором — о паренхиматозной, в третьем — о механической 
(или обтурационной, застойной) желтухе.
Принято считать, что желтуха легкой степени, если содержание 
билирубина в плазме (сыворотке) не превышает 85 мкмоль/л; средней 
степени — уровень его составляет 86— 169 мкмоль/л; тяжелой степени 
— 170 мкмоль/л и более.
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Р а зд ел  7. А н а л и т и ч еск а я  н а д еж н о ст ь  и  к о н т р о л ь  к а ч ест ва  
к л и н и ч е ск и х  л а б о р а т о р н ы х  и ссл ед о ва н и й .
Тема: Внутрилаброаторный контроль качества.
Контроль качества клинических лабораторных исследований -  
система мер, направленная на выполнение качественных лабораторных 
исследований на всех этапах их осуществления -  от подготовки пациента к 
процедуре взятия биологического материала до использования 
полученных результатов в процессе оказания медицинской помощи.
Основной формой контроля качества всех видов исследований, 
проводимых в клинико-диагностических лабораториях (далее -  КДЛ), 
является внутренний (внутрилабораторный) контроль.
Под внутренним (внутрилабораторным) контролем качества 
понимают проверку результатов измерений каждого лабораторного 
показателя (аналита) в каждой аналитической серии.
Внутренний (внутрилабораторный) контроль качества должен 
выполняться во всех КДЛ ежедневно по всем видам лабораторных 
исследований.
Мероприятия по проведению контроля качества в клинико- 
диагностической лаборатории в каждом ее отделе выполняет медицинский 
работник, который работает на данном участке в настоящее время.
Ответственность за обеспечение и проведение внутрилабораторного 
контроля качества возлагается на заведующего клинико-диагностической 
лабораторией.
Контроль за функционированием системы внутрилабораторного 
контроля качества в КДЛ организаций здравоохранения возлагается на 
территориальные органы управления здравоохранением, управления 
здравоохранения облисполкомов и комитет по здравоохранению 
Мингорисполкома.
Цель контроля качества - обеспечить точность и правильность 
выполняемых в КДЛ исследований, предупредить, выявить и устранить 
грубые, случайные и систематические ошибки количественного анализа 
биологического материала.
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Задачи к о н т р о л я  качества:
- предупредить отрицательное влияние на качество результатов 
лабораторных исследований диагностических и лечебных процедур, 
создающих помехи правильному отражению результатов исследований 
состояния внутренней среды обследуемых пациентов;
- предупредить нарушение правил взятия, маркировки, первичной 
обработки, условий хранения и транспортировки в лабораторию образцов 
биологических материалов, взятых у пациентов;
- обеспечить качественное выполнение технологических операций 
(калибровка и настройка измерительного оборудования, использование 
контрольных материалов и качественных реагентов).
повысить эффективность использования трудовых и 
материальных ресурсов (исключить повторные исследования и другие).
- обеспечить достоверность лабораторных исследований.
Критерии контроля качества.
Ошибки в работе лаборатории можно обнаружить, ориентируясь на 
предупредительные и контрольные критерии.
Предупредительные критерии:
1. Шесть результатов подряд находятся по одну сторону от 
средней линии.
2. Три результата подряд расположилсь за пределами одного 
среднеквадратичного отклонения (+1S).
3. Один результат находится за пределами двух
среднеквадратичных отклонений (+2S).
4. Шесть результатов подряд имеют тенденцию наклона
резултатов в одну сторону от средней (X).
При наличии предупредительных критериев ледует проверить 
качество калибровочных или стандартных растворов, качество реактивов и 
сроки их приготовления, работу измерительных приборов. Возможно, 
появились субъективные погрешности (исследование проводит другой 
лаборант). Необходимо найти и устранить причины и провести контроль 
правильности.
Контрольные критерии:
1. Восемь результатов подряд находятся по одну сторону от 
средней линии.
2. Пять результатов подряд расположилсь за пределами одного 
среднеквадратичного отклонения (+1S).
3. Три результата находятся за пределами+28.
4. Один результат находится за пределами +3S.
При наличии контрольных критериев результаы исследований 
ставятся под сомнение и до исправления недостатков результаты не 
должны выдаваться в клинические отделения. Необходимо проверить все 
этапы производства анализа (чистоту реактивов, качество стакадрта,
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контрольную сыворотку, мытье посуды, работу приборов и т.д.). 
Необходимо срочно провечти контроль правильности по контрольным 
сывороткам.
Точность измерений -  качество измерений, отражающее близость 
результатов измерений к истинному значению измеряемой величины. 
Высокая точность измерений соответствует малым погрешностям всех 
видов, как случайных, так и систематических.
Правильность измерений отражает близость к нулю 
систематических погрешностей в измеряемых результатах. Правильность 
измерений оценивается величиной отклонения или смещения результата от 
установленного значения величины сравнения. Правильность измерений 
характеризует отсутствие систематических погрешностей для всей серии 
выполняемых исследований.
Грубые ошибки -  погрешности одиночного значения, результаты 
которых выходят далеко за пределы области измеряемого компонента.
Случайные ошибки -  погрешности одиночного значения, 
результаты которых не выходят далеко за пределы области измеряемого 
компонента, и влияют на индивидуальные результаты. Наличие случайных 
ошибок проявляется в том, что при повторном определении в одинаковых 
условиях одного и того же показателя результаты исследования 
отличаются между собой.
Величина случайной ошибки является мерой воспроизводимости 
лабораторных результатов. Чем меньше случайных ошибок, тем лучше 
воспроизводимость (совпадение) лабораторных показателей.
Воспроизводимость результатов характеризуется величиной
среднеквадратического отклонения (S).
Систематические ошибки -  это погрешности, одинаковые по 
знаку, то есть результаты лабораторных исследований либо завышены, 
либо занижены. Такие ошибки имеют однонаправленное отклонение от 
истинного значения, зависят от одинаковых причин и влияют на всю 
аналитическую серию исследований. Величина систематической ошибки 
характеризует правильность результатов анализа.
При выявлении систематических погрешностей на аналитическом 
этапе выполнение методики прекращается, и предпринимается комплекс 
мероприятий по устранению ошибки. Для этого осуществляется 
проверка стандартов, качества химических реактивов, состояния 
оборудования и проведения контроля правильности с использованием 
нескольких контрольных материалов. Данные мероприятия 
осуществляет врач КДЛ, ответственный за проведение контроля 
качества при непосредственном участии заведующего КДЛ.
Контроль правильности результатов исследований (КП).
КП результатов исследований должен осуществляться по всем 
диапазонам прямолинейного хода калибровочного графика, т.е., контролю
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подлежат как нормальные, так и патологические результаты. Для 
проведения КП, необходим контрольный материал с нормальными и 
патологическими концентрациями веществ в контрольной своротке.
Контрольные материалы.
Контроль качества осуществляется с помощью специальных 
контрольных материалов, а также ряда способов, не требующих 
контрольных материалов.
При внутрилабораторном контроле используются контрольные 
материалы промышленного производства, допущенные в установленном 
порядке к применению на территории Республики Беларусь.
Для проведения внутрилабораторного контроля качества требуется 
контрольный материал по всем видам проводимых в лаборатории 
исследований -  гематологический, биохимический, общеклинический и 
другие. Наиболее подходящим для проведения внутрилабораторного 
контроля качества являются нормальные и патологические контрольные 
сыворотки, плазма, моча, взвесь клеток и другие материалы, изготовленные 
промышленным путем.
Паспортные значения контрольного материала могут 
использоваться как для контроля правильности результатов, так и для 
первоначальной оценки сходимости (воспроизводимости в серии) и в 
дальнейшем воспроизводимости результатов во времени 
(воспроизводимость изо дня в день).
Контрольный материал нельзя использовать одновременно в 
качестве калибровочного материала. Подготовка контрольного материала к 
исследованию проводится строго в соответствии с инструкцией 
производителя и используется так же, как и пробы пациентов.
Для экономного использования контрольного материала 
допускается разлить содержимое флакона на аликвоты. Объем аликвот (не 
менее 0,5 мл) в пробирки или флаконы с герметичными крышками, хранить 
при t -20 °С и более низких температурах для дальнейшего использования. 
Допускается однократное замораживание и оттаивание контрольного 
материала.
При недостаточном количестве или отсутствии некоторых 
контрольных материалов программа контроля качества может проводиться 
с использованием следующих методов: исследования параллельных проб 
(дубликатов), случайных, повторных и смешанных проб; метода средних 
нормальных величин. В случаях невозможности приобретения 
контрольных материалов промышленного производства в достаточном 
количестве, в лаборатории для контроля воспроизводимости могут быть 
использованы приготовленные непосредственно в лаборатории 
материалы -  слитые сыворотки, плазма, моча и др.
Этапы лабораторных исследований, подлежащие контролю 
качества.
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Оценка качества лабораторных исследований проводится на всех 
этапах получения (производства) результатов анализов:
- преаналитическом внелабораторном;
- преаналитическом лабораторном;
- аналитическом лабораторном;
- постаналитическом.
Преаналитический этап - комплекс мероприятий, включающий 
составление заявки лечащим врачом на исследование, выбор тестов, 
подготовка пациента и биологического материала к проведению 
аналитического измерения.
Контролю на преаналитическом этапе лабораторных исследований 
подлежат следующие процедуры:
- подготовка пациента к исследованию;
- взятие биологического материала;
- транспортировка проб;
- идентификация проб;
- первичная обработка биологического материала;
- использование стабилизаторов;
- хранение проб до начала исследования.
Лабораторная часть преаналитического этапа начинается с момента 
доставки пробы и заявки в КДЛ. Контролю качества на данном этапе 
подлежат:
- организация приема проб и заявок;
- регистрация проб и пациентов;
- идентификация проб (соответствие их направлениям, время 
поступления в КДЛ, достаточность количества материала для проведения 
назначенных тестов);
- центрифугирование и другие манипуляции по подготовке 
биологического материала к исследованию;
- условия и сроки хранения проб до проведения анализа;
- деление проб или формирование вторичных пробирок с повторной 
маркировкой;
- распределение проб по рабочим местам.
Критериями отказа в приеме материала на исследование может 
быть расхождение между сведениями, указанными в заявке и маркировке 
пробирки, отсутствие маркировки, невозможность прочесть заявку и (или) 
маркировку и другие объективные причины. В случае отказа в 
исследовании медицинский работник КДЛ сообщает об этом лечащему 
врачу, назначившему исследование.
На аналитическом этапе контролю качества подлежат:
- проверка срока годности реагентов;
- проверка наличия контрольного материала и стандартов;
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- проверка состояния аналитического оборудования, калибровки 
прибора, регулярного и своевременного технического обслуживания и 
метрологического контроля.
Постаналитический этап включает аналитическую и клиническую 
оценку полученных результатов и своевременное их использование для 
оценки состояния пациентов.
Проведение внутрилабораторного контроля осуществляется после 
выбора контрольного материала и определения продолжительности 
аналитической серии для каждого анализа, измеряемого в лаборатории.
Полученные данные исследования контрольного материала должны 
быть документально оформлены. Результаты внутрилабораторного 
контроля качества вносятся в журналы регистрации лабораторных 
исследований и их результатов.
После этого проводится статистическая обработка полученных 
результатов контрольного материала, заполняются контрольные карты, 
проводится последующая их оценка. Допускается использование 
компьютерных программ для оценки внутрилабораторного контроля 
качества.
На постаналитическом этапе исследования осуществляется 
интерпретация полученных результатов, делается клинико-лабораторное 
заключение. Результаты анализов должны своевременно поступать 
лечащему врачу, назначившему лабораторное исследование.
Гтяпии внутрилабораторного контроля качества.
Ведение внутрилабораторного контроля качества для каждого 
метода состоит из трех последовательных стадий:
1. Оценка внутрисерийной воспроизводимости (сходимости) 
методики выполняется в 10 параллельных измерениях одномоментно с 
использованием пробы пациента или контрольного материала со значением 
показателя в нормальном диапазоне. Рассчитывают среднюю 
арифметическую величину (Хф), среднее квадратическое отклонение (S) и 
коэффициент вариации (CV, %). Для большинства биохимических 
показателей, а также гемоглобина, гематокрита предел аналитической 
вариации (разброса) результатов составляет 2-5%, для клеток крови, 
активности ферментов -  7-10%.
2. Оценка систематической погрешности и общей 
воспроизводимости методики, построение контрольных карт. Проводится 
после получения удовлетворительных результатов на сходимость. 
Продолжают исследовать тог же материал в течение 10 (минимум) -  20 
(предпочтительно) последующих дней, выполняя по одному измерению в 
день (воспроизводимость во времени) в каждой аналитической серии. При 
использовании контрольного аттестованного материала полученные 
ежедневные результаты должны укладываться в референтный диапазон,
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указанный в паспорте к контрольному материалу. Полученная величина Хф 
за 10 (20) дней не должна отклоняться более чем на 10% (величина 
смещения, систематическая погрешность) от среднего значения 
контрольного материала.
После получения результатов исследования рассчитывают 
показатели Хср., S, контрольные пределы Xcfh ±  IS; Хер. ±  2S; Хф. ±  3S и 
коэффициент общей аналитической вариации CV (%), который должен 
соответствовать приведенному выше допустимому аналитическому 
разбросу.
Результаты, выходящие за пределы Хср. ±  2S, устраняют и проводят 
повторную статистическую обработку результатов.
3. После получения результатов, отвечающих требуемому 
коэффициенту вариации (допустимому аналитическому разбросу), 
переходят к построению контрольной карты для каждого показателя 
соответствующей аналитической серии.
Проведение текущего контроля качества результатов лабораторных 
исследований (оценка контрольных карт) в каждой аналитической серии 
проводится по предупредительным и контрольным критериям, а также с 
использованием правил Вестгарда. Для этих целей продолжают ежедневно 
исследовать тот же контрольный материал в тех же условиях.
По результатам внутрилабораторного контроля качества 
клинических лабораторных исследований врач КДЛ заполняет Карту 
внутрилабораторного контроля качества клинических лабораторных 
исследований согласно Приложению 2.
КЦЕЛЬ ЗАНЯТИЯ.
1.1. Изучить правила подготовки контрольного материала для 
проведения контроля качества лабораторных исследований.
1.2,Освоить методы оценки аналитической надежности и 
контроля качества лабораторных исследований.
2. СОДЕРЖАНИЕ ЗАНЯТИЯ.
2.1. Тестовый контроль исходного уровня знаний.
2.2. Разбор теоретического материала по теме занятия.
2.3. Лабораторная работа: «Внутрилабораторный контроль
качества воспроизводимости результатов».
3. ВОПРОСЫ ПО ТЕМЕ ЗАНЯТИЯ.
3.1. Аналитическая оценка лабораторных результатов.
3.2. Виды ошибок, их характеристика.
3.3. Понятия «сходимость», «воспроизводимость»,
«правильность», «специфичность», «точность», «чувствительность».
3.4. Средства контроля.
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3.5. Виды погрешностей выполнения лабораторных 
исследований.
3.6. Внутрилабораторный контроль качества.
3.7. Методы контроля воспроизводимости результатов 
исследования.
3.8. Контроль правильности результатов исследования.
3.9. Межлабораторный контроль качества.
4. ВОПРОСЫ ДЛЯ САМОСТОЯТЕЛЬНОГО ИЗУЧЕНИЯ.
4.1. Виды контроля работы лаборантов.
4.2. Правила заполнения протокола контроля качества 
лабораторных исследований.
5. ЛАБОРАТОРНАЯ РАБОТА.
5.1. Внутрнлабораторный контроль качества воспроизводимости 
результатов.
Подготовительный этап
Для этого ежедневно (в течение 20-25 дней) в параллелях 
исследуется контрольная сыворотка по всем контролируемым 
параметрам, а затем вычисляют среднюю величину из двух параллелей 
(X) по каждому показателю за день. Это значение по каждому 
исследуемому показателю записывают, и таким образом получают ряд 
чисел в виде таблицы, где х -  величина каждого дня.
Внутрнлабораторный контроль качества воспроизводимости результатов
п/п Дата X Х-х (Х-хГ
1
2
3
Статистическая обработка полученных результатов.
Все результаты за 20-25 дней по отдельным видам оцениваются 
между собой. Если какая либо величина х (одна или больше) выходит 
далеко за пределы ряда показателей, то она отбрасывается и число дней 
(п) уменьшается. Рассчитываются следующие показатели:
а) Среднеарифметическая величина ( X )
X/+X2+X3+XJ+X....
х=  --------------------------
и
где п - число дней исследований,
XI +х:2 +x3 + xj+ x . средняя каждого дня (из двух параллелей)
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6) Среднеквадратическое (стандартное) отклонение (S). Оно 
показывает разброс результатов от средней величины в одну ( + ) или 
другую ( - )  сторону.
X(X-x„f
s  -- ±  V ____________
( п - 1 )
(X- Хп)- отклонение от средней величины результатов каждого дня 
исследования (без учета знака);
X (X - х„)2 - сумма квадратов отклонений.
Среднеквадратическое отклонение (S) можно рассчитать экспесс- 
статистикой:
Хтих ~ X  min
S = ±_-----------------
к
К - коэффициент корреляции, найденный по таблице (таблица 2) в 
зависимости от п;
Хтах и х максимальное и минимальное значения, полученные за время 
исследования.
Коэффициент корреляции
№ 0 1 2 3 4 5 6 7 ! 8 9
0 - - 1,13 1,69 2,06 2,33 2,53 2,70 2,85 2,97
10 3,08 3,17 3,26 3.34 3.4! 3,46 3,53 3,59 3,64 3,69
20 3,73 3,78 3,82 3,86 3,90 3,93 3,96 4,00 4,03 4,06
30 4.09 4,11 4,14 4,16 4,19 4,21 4.24 4,26 4,28 4,30
40 4,32 4,34 4,36 4,38 4,40 4.42 4.43 4,45 4,47 4,48
50 4,50 4.51 4.53 4,54 4.56 4,57 4,59 4,60 4,61 4,63
60 4,64 4,65 4,66 4,68 4,69 4,70 4,71 4,72 4,73 4,74
70 4,75 4,77 4,78 4,79 4,80 4,82 4,82 4,83 4,83 4,84
80 4,85 4,86 4,87 4,88 4,89 4,90 4,91 4,91 4,92 4,93
90 4,94 4,95 4.96 4,94 4.97 4,98 4,99 4,99 5,00 5,01
п 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
К 5,02 5,49 5,76 5,94 6,07 6,18 6,28 6,35 6,42 6,48
в) Коэффициент вариации (К) .
Он используется для оценки результатов исследований, 
выполненных одним или разными методами, для сравнения методов 
исследования, разных измерительных приборов, оценки результатов, 
выполненных в разных лабораториях.
S
V = ------ х ю о%
X
Для большинства тестов V не должен превышать 4-5 %, для 
ферментов V допускается до 7-10 %. При этом диагностическая 
значимость теста не страдает, и можно приступать к следующему этапу -
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построение контрольной карты. Если V выше, то из имеющейся выборки 
нужно исключить сомнительные результаты.
Чтобы оценить максимальную и минимальную величину ряда 
чисел, набранных в предыдущем периоде используют критерий 
надежности Т.
X  макс ~ X  X  -  X  мин
Т  макс “  Т  мин =  ------------------------
5  S
х макс и х ми» - максимальная и минимальная величины ряда 
чисел, набранных в предпериоде.
При и = 20 критерий надежности должен быть равен или меньше 
2,62, при п -  10 критерий надежности должен быть равным или быть 
меньше величины 2,29.
Если критерий надежности выше этих значений, то необходимо 
отбросить наиболее значительно отличающиеся результаты. Величины 
ряда предпериода можно также оценить с помощью + 2S от средней 
величины. Пределом максимального разброса результатов (предел 
достоверности) допускают + 2S от средней величины (X+1S, X+2S, X-IS 
, X-2S), т.е. никакой полученный результат каждого дня не должен 
отличаться более, чем на i  2S от средней величины.
Если результат за какой-либо день не укладывается в эти пределы, 
то такой показатель за день выбрасывается и статистическую 
обработку проводят заново, т. е. рассчитывают новое стандартное 
отклонение S, и так до тех пор, пока величины ряда не будут входить в 
пределы ±  2S.
Допустимый предел ошибок (ДПО).
В хорошо работающей лаборатории величина S  будет всегда ниже, 
чем в плохо работающей лаборатории. Если имеется большой разброс 
результатов, несмотря на то, что ежедневные контрольные значения 
лежат в пределах допустимой области (± 2S), может быть допущена 
ошибка. Для оценки пределов допустимых ошибок рассчитывают ДПО 
(допустимый предел ошибок) или критерий Тонкса. ДПО зависит от 
пределов физиологических колебаний компонентов. С его помощью 
можно объективно оценить качество работы любой лаборатории. ДПО 
для каждого исследуемого компонента рассчитывается по формуле:
Верхниий предел нормы - ниж ний предел нормы
ДПО = ___________________________________________________________ х Ю0%
8  х  на средню ю  величину нормы
Если область нормальных значений узко ограничена, то 
соответствующие методы и само определение должны иметь высокую 
точность, т.е. допустимая область имеет узкие границы. Если же область
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нормы относительно широка, то и точность определений может быть 
несколько меньшей. Оптимальной величиной ДПО является 1/16 
области нормы, допустимо 1/8. Чем ближе коэффициент вариации к 
ДПО, тем точнее полученные результаты.
При получении удовлетворительного V и сравнении его с ДПО, 
переходят к следующему этапу.
Построение контрольной карты.
Для этих целей на миллимитровой или другой бумаге откладывают 
полученные значения X и отклонения от средней в пределах ±2S. На оси 
ординат отмечают среднюю концентрацию компонента в 
соответствующих единицах измерения. Вверх и вниз от средней 
параллельно ей проводят ( в соответствии с масштабом) прямые, 
которые обозначают +1S.+2S, +3 S и -IS, -2S, -3S. Контрольные карты 
готовятся для каждого контролируемого теста в лаборатории.
После этого продолжают исследовать контрольную сыворотку той 
же серии и таким же образом, с которой и как работали в предпериоде 
(ранее). Результаты исследования двух параллельных проб этой 
сыворотки записываются в журнал, а среднее значение двух проб 
откладывают на карте в виде точки с указание даты исследования. Для 
наглядности точки соединяют между собой линией (рис.).
O ifeH K a  к о н т р о л ь н ы х  к а р т .
Результаты исследования контрольного материала должны 
распределяться с одинаковой частотой на каждой стороне от линии 
средней арифметической и находиться в пределах +2S от средней (линия 
1 на рис.1). Контрольная карта дает в наглядной форме возможность 
своевременно выявить и предотвратить ошибки даже тогда, когда 
результаты анализа не выходят за границы + 2S.
Контрольную карту оценивают по предупредительным и 
контрольным критериям. Ориентируясь на них можно обнаружить 
ошибки в работе лаборатории.
Предупредительные критерии:
1. Шесть результатов подряд находятся по одну сторону от 
средней линии.
2, Три результата подряд расположились за пределами одного 
среднеквадратичного отклонения (+1S).
З.Один результат находится за пределами двух
среднеквадратичных отклонений (±2S).
4. Шесть результатов подряд имеют тенденцию наклона 
результатов в одну сторону от средней (X).
165
При наличии предупредительных критериев следует проверить 
качество калибровочных или стандартных растворов, качество 
реактивов и сроки их приготовления, работу измерительных приборов.
Контрольная карта исследования глюкозы
Д а т а  и с с л е д о в а н и я
- а ~ 3
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Тема: Коллоквиум. Составление аналитического 
лабораторного заключения.
1 .ЦЕЛЬ ЗАНЯТИЯ.
1.1.Заключительный контроль знаний по изученным разделам 
клинической лабораторной диагностики.
1.2..Контроль практических навыков.
2. СОДЕРЖАНИЕ ЗАНЯТИЯ.
2.1. Контроль знаний по изученным разделам клинической 
лабораторной диагностики.
2.1. Контроль практических навыков.
3. ВОПРОСЫ ПО ТЕМЕ ЗАНЯТИЯ.
3.1. Понятие о системе свертывания крови. Первичный и 
вторичный гемостаз.
3.2. Факторы свертывания крови. Механизмы запуска 
свертывающей системы.
3.3. Антикоагулянтная система.
3.4. Фибринолитическая система.
3.5. Гемостазиограмма. Коагулограмма. Лабораторные 
показатели, характеризующие свертывающую систему крови.
3.6. Понятие Агрегатограмма. Принцип работы агрегометра.
3.7. Пробы на резистентность сосудистой стенки.
3.8. Активированное частичное тромбиновое время (АЧТВ). 
Методика определения.
3.9. Протромбиновое время, протромбиновое отношение, МНО. 
Методика определения.
ЗЛО. Паракоагуляционные пробы.
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3.11. Содержания фибриногена в плазме. Фибриноген А. 
Фибриноген В.
3.12. Спонтанный фибринолиз.
3.13. Антикоагулянтная система. Основные факторы, механизмы 
активации.
3.15. Фибринолитическая система. Основные факторы, механизмы 
активации.
3.16. Биологические функции белков, диагностическое значение 
исследования белков крови.
3.17. Лабораторные показатели, характеризующие белковый
обмен.
3.18.0пределение общего белка в сыворотке крови биуретовым 
методом.
3.19. Белковые фракции. Лабораторные методы исследования 
белкового спектра крови (осаждение нейтральными солями, 
электрофоретическое фракционирование.
3.20. Остаточный азот и его компоненты.
3.21. Методы определения мочевины креатинина, мочевой 
кислоты.
3.22. Парапротеины. Понятие, метод определения.
3.23. Принцип электрофоретического фракционирования белков.
3.24. Биологическая функция ферментов. Определение и свойства 
ферментов.
3.25. Классификация ферментов. Единицы обозначения 
активности ферментов. Клинико-диагностическое значение определения 
активности ферментов.
3.26. Методы исследования ферментов.
3.27. Определение активности аминотрансфераз.
3.28. Определение активности фосфатаз.
3.29. Определение активности а-амилазы в сыворотке крови и
моче.
3.30. Методы определения активности липазы.
3.31. Методы определения активности холинестеразы.
3.32. Биологическая роль углеводов. Классификация углеводов.
3.33. Определение глюкозы в крови и моче по цветной реакции с 
ортотолуидином.
3.34. Определение содержания глюкозы ферментативным 
методом.
3.35. Классификация липидов. Липопротеины плазмы крови.
3.36. Лабораторные показатели липидного обмена. Методы 
определения общих липидов в сыворотке крови.
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3.37. Методы определения уровня общего холестерина и 
триглицеридов.
3.38. Методы определения толерантности к глюкозе.
3.39. Методы определения сиаловых кислот.
3.40. Образование и метаболизм желчных пигментов.
3.41. Общий билирубин в сыворотке. Методы определения.
3.42. Прямой и непрямой билирубин в сыворотке.
3.43. Желчные кислоты в сыворотке.
3.44. Клинико-диагностическое значение исследования 
показателей пигментного обмена.
3.45. Определение порфиринов в плазме и эритроцитах.
3.46.0пределение копро- и протопорфирина.
4. СОСТАВЛЕНИЕ АНАЛИТИЧЕСКОГО ЛАБОРАТОРНОГО 
ЗАКЛЮЧЕНИЯ.
Аналитическое лабораторное заключение составляется по 
условиям ситуационной задачи
На основании их анализа предложенных лабораторных данных 
необходимо ответить на следующие вопросы:
4.1. Принцип, лежащий в основе анализируемого метода;
4.2. Необходимое оборудование и принцип его работы при 
выполнеии данного метода;
4.3. Правила подготовки исследуемого материала и основные 
источники ошибок возможных при выполнении данного метода;
4.4. Единицы измерения;
4.5. Понятие о референтных значениях. Клинико-диагностическое 
значение анализируемого метода;
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Приложение 1.
Приказ №  351 от 16.12.1998 г по профилактике внутрибольничного 
заражения ВИЧ-инфекцией и предупреждению профессионального заражения 
медицинских работников.
В условиях все большего распространения ВИЧ-инфекции среди населения 
занос вируса иммунодефицита человека в медицинские учреждения является 
повседневной реальностью. Поэтому каждый обратившийся за медицинской помощью 
должен рассматриваться как потенциальный носитель вируса иммунодефицита 
человека. На каждом рабочем месте должны быть обеспечены меры по 
предупреждению передачи вируса иммунодефицита человека от возможного 
вирусоносителя или больного СПИД другим больным, медицинскому к техническому 
персоналу.
1. Общие положения
Рабочие места обеспечиваются выписками из инструктивно-методических 
документов, аптечками для проведения экстренной профилактики при аварийных 
ситуациях.
Весь медицинский инструментарий (а также посуда, белье, аппараты и др.), 
загрязненный кровью, биологическими жидкостями, а также соприкасающийся со 
слизистыми оболочками, сразу после использования подлежит дезинфекции в 
соответствии с Приказом М3 Республики Беларусь № 66 от 2 апреля 1993 г. «О мерах 
по снижению заболеваемости вирусными гепатитами в Республике Беларусь» и с 
другими нормативными документами. Режимы обеззараживания аналогичны 
применяемым в отношении профилактики заражения гепатитами В, С, Д.
При проведении манипуляций, связанных с нарушением целостности кожных 
покровов, слизистых, проведении лабораторных исследований, обработке 
инструментария и т.д., медицинские работники и технический персонал должны 
использовать индивидуальные средства защиты (хирургический халат, маска, 
защитные очки или экран, непромокаемый фартук, нарукавники, перчатки), 
позволяющие избежать контакта крови, тканей, биологических жидкостей больного с 
кожными покровами и слизистыми персонала. Подход к использованию защитной 
одежды должен быть дифференцированным, учитывая степень риска инфицирования 
ВИЧ.
Медицинские работники с травмами (ранами) на руках, экссудативным 
поражением кожи, мокнущими дерматитами отстраняются на время заболевания от 
медицинского обслуживания больных, контакта с предметами ухода за ними.
2. М еры предосторожности при оказании медицинской помощи, 
обслуживании больных, работе с биоматериалом.
Медработники должны соблюдать меры предосторожности при выполнении 
манипуляций с режущими и колющими инструментами (иглы, скальпели, ножницы и 
т.п.).
Во избежание ранений не допускается при заборе крови и других 
биожидкостей использование стеклянных предметов с отбитыми краями.
Все манипуляции по забору крови и сыворотки должны выполняться при 
помощи резиновых груш, автоматических пипеток, дозаторов.
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Во избежание аварийных ситуаций любые емкости с кровью, другими 
биологическими жидкостями, тканями, кусочками органов сразу же на месте забора 
должны плотно закрываться резиновыми или пластмассовыми пробками и помещаться 
в контейнер.
В лечебных стационарах кровь и другие биоматериалы должны 
транспортироваться в штативах, помещенных в контейнеры, биксы или пеналы, на дно 
которых кладется 4-х слойная сухая салфетка (на случай боя посуды или нечаянного 
опрокидывания).
Не допускается транспортировка проб крови и других материалов в 
картонных коробках, деревянных ящиках, полиэтиленовых пакетах.
Не допускается помещение бланков направлений или документации внутрь 
контейнера, бикса
3. Мероприятие при ранениях, контактах с кровью, 
другими биологическими материалами пациентов.
Любое повреждение кожи, слизистых, загрязнение их биологическими 
материалами пациентов при оказании им медицинской помощи должно 
квалифицироваться как возможный контакт с материалом, содержащим ВИЧ или 
другой агент инфекционного заболевания.
1. Если контакт с кровью или другими жидкостями произошел с нарушением 
целостности кожных покровов (укол, порез), пострадавший должен: снять перчатки 
рабочей поверхностью внутрь; выдавить кровь из раны; поврежденное место 
обработать одним из дезинфектантов (70 % спирт, 5 % настойка йода при порезах, 3% 
раствор перекиси водорода при уколах и др); руки вымыть под проточной водой с 
мылом, а затем протереть 70 % спиртом; наложить пластырь, надеть напальчники; при 
необходимости продолжить работу, надеть новые перчатки.
2. В случае загрязнения кровью или другой биожидкостью без повреждения 
кожи; обработать кожу одним из дезинфектантов (70 % спиртом, 3 % перекисью 
водорода, 3% раствором хлорамина); обработанное место вымыть водой с мылом и 
повторно обработать спиртом.
3. При попадании биоматериапа на слизистые оболочки полости рта 
прополоскать 70 % спиртом; полости носа закапать 20-30 %  раствором альбуцида; глаза 
промыть водой (чистыми руками), закапать 20-30 % раствором альбуцида.
4. При попадании биоматериапа на халат, одежду, обувь:
-обеззараживаются перчатки перед снятием одежды;
-при незначительных загрязнениях биологической жидкостью одежда 
снимается и помещается в пластиковый пакет и направляется в прачечную без 
предварительной обработки, дезинфекции;
-при значительном загрязнении одежда замачивается в одном из 
дезинфектантов (кроме 6 % перекиси водорода и нейтрального гидрохлорида кальция, 
который разрушает ткани);
-личная одежда, загрязненная биожидкостъю, подвергается стирке в горячей 
воде (70°С) с моющим средством;
-кожа рук и других участков тела под местом загрязненной одежды 
протирается 70% спиртом, затем промывается с мылом и повторно протирается
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спиртом; загрязненная обувь двукратно протирается ветошью, смоченной в растворе 
одного из дезинфицирующих средств.
5. Аптечка для экстренной медицинской помощи.
Для оказания экстренной медицинской помощи при аварийной ситуации, 
сопровождающейся нарушением целостности кожных покровов, попаданием 
биоматериала на рабочем месте, необходимо иметь аптечку со следующим набором 
предметов и медикаментов:
- напальчники (или перчатки), лейкопластырь, ножницы, спирт этиловый 70 %, 
настойка йода 5%,
- альбуцид 20-30%, перекись водорода 3%.
4. Регистрация аварий и наблюдение за пострадавшими
Регистрация в журнале учета аварий подлежат аварийные ситуации, связанные 
с попаданием большого количества крови или другого биологического материала на 
обширную раневую поверхность или слизистую.
В журнал записываются следующие данные: Ф.И.О. пострадавшего работника; 
дата и время аварии; вид работы, выполняемой во время аварии; описание характера 
аварии; описание источника возможного заражения и его обследования на ВИЧ.
В случае выявления у медработника ВИЧ-инфекции на основе этих и других 
данных будет решаться, является ли заражение профессиональным.
О происшедшей аварии и проведенных в связи с этим мероприятиях 
немедленно сообщают руководителю учреждения и председателю комиссии по 
внутрибольничным инфекциям. Результаты обследования медицинских работников на 
ВИЧ-инфекцию являются строго конфиденциальными.
Первое обследование проводится непосредственно после аварии. 
Положительный результат будет свидетельствовать о том, что работник инфицирован и 
авария не является причиной профессионального заражения. Если результат 
отрицательный, повторное обследований проводится через 6 месяцев.
Сотруднику на период наблюдения запрещается сдача донорской крови 
(тканей, органов), женщинам рекомендуется избегать беременности.
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П р и л о ж е н и е  2
Карта внутрилабораторного контроля качества
клинических лабораторных исследований
за _______ 20___г.
(указать месяц)
Показатель: ____________________________________ _______________
(указать)
Контрольный материал: _________________________________________
(указать)
О борудован ие:________________________________________________
(указать)
Используемые реагенты: __________________________________
(указать)
№ п/п Дата
Результат
(ХО
Результат
№ )
Единицы
измерения
1 .
Рассчитывают статистические показатели Хер., S, CV (%) и строят 
контрольную карту.
Статистические
показатели
Дата
+3S
+2S
+1S
Х ер
-1S
-2S
-3S
Врач по контролю качества 
клинических лабораторных
исследований__________________________________________________________
(подпись) (инициалы, фамилия)
Дата выдачи результатов контроля «____ » _____________ 20___ г.
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